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β - ラクタ マ - ゼ (Penicillin amido - β -1a cta血ydr olase, EC 3. 5. 2.
6) はβ - ラク タム剤を加水分解して ､ その抗菌活性を失わせ る細菌酵素
で ある1｡ β - ラクタム剤は細菌細胞に特有な細胞壁 (ペ プチ ドグリカン
) の合成酵素で ある ペ ニ シリン結合蛋白質(Pe nicillin binding prote卜
ns :PBPs)に作用して 細胞壁生合成糸の最終段階を阻害する ため ､ 人体に対
す る副rF用は少なく ､ 優れた抗菌性化学療法剤として臨沫上で額繁に使用
され て い る 2
‾ 4
. しか し β - ラクタム剤の臨沫使用開始以来､ β - ラクタ
マ - ゼの産生によ るβ - ラクタム剤耐性菌が臨床治療上で常に問題になっ
て来た ｡ β - ラクタ マ - ゼはグラム陽性菌で は菌体外部に放出され ､ グラ
ム陰性菌で はペ リプラズム空隙に分泌され て､ β - ラクタム剤が細胞質膜
上 の PBPsに結合する ことを阻止する ｡
β - ラクタ マ - ゼは活性中心付近のア ミノ酸配列に よりクラス A,B,C,I)
の4群 に 大別さ れて い る5
‾ 7
｡ ク ラス Aはペ ニ シリン頬を主な基質とする ペ
ニ シ リナ ー ゼ塾で あり､ グラム陰性菌では 一 般に構成的に産生され ､ Rプ
ラ ス ミ ド支配の もの が多く知られて い る｡ またクラス Aは基質特異性 ､ 等
電点 に多様性がみ られ ､ これらの速い を基に してさらにい くつ かの サブグ
ル ー プに分類され る.8｡ クラス Cは､ セフ ァ ロスポリン類を主な基質とす
るセ フ ァ ロ ス ポ リナ - ゼ塾であり､ 染色体遺伝子 に支配され誘導的に産生
され る 54, 9 5｡ ク ラス Dはプラス ミ ド支配の オキサシリン分解型の ペ ニ シ
リナ - ゼ で あり構成的に産生され る 6 7
- 69
｡ 以上の3群杖活性中心にセ リン
残基を持 つ セ リン β - ラク ダマ - ゼで ある o その触媒機構はセリン残基が
β - ラクタム環を求核攻撃し､ ア シ)Lr酵素中間体形成を経て ､ β - ラク
タム環を加水分解する4･ 9(Fig.Ⅰ)｡ 一 方､ クラス B8まZn 2 ＋を c ofa cto r
とす る β - ラク タ マ - ゼで あり ､ セ リンβ - ラクタ マ - ゼと杖異なる酵
素触媒機構を持つ 樽異なβ - ラクタ マ - ゼである1 0｡ クラス Bβ - ラクタ
マ - ゼ はセ リ ンβ - ラクタマ - ゼ に比 べ ､ 病原細菌の β - ラクタム剤耐性
1
へ の寄与は小 さ い ｡
セ リ ンβ - ラクタ マ - ゼはβ - ラクタム剤の標的酵素である PBPsと共
に セリ ン酵素ス ー パ ー フ ァ ミリ ー を形成して い る
7(Fig.ⅠⅠ)｡ それぞれの
グル ー プ間での ア ミノ酸 一 次配列の相同性は低い が ､ いずれも活性中J亡Jセ
リ ン残基をア シ ル 化部位とす るア シル酵素メカ ニ ズムによ っ て酵素反応が
進行をする こ とか ら､ 活性中心構造は類似して い る と考えられてい た｡ 近
年クラ ス Aで は Staphylo co c c u saure u sPCl
l l･ 12や Ba cillu slichenif-
o mis749/cの β - ラクタマ - ゼ13, 9 6､ クラスC ではCitroba cto rfr
･
eundii
β - ラク タマ - ゼ
1 4の高解像度 Ⅹ線鹿晶解析が行なわれ ､ これらの酵素の
括性中心 三 次元構造は頬似する ことが明らか になっ た｡ また これらの座標
デ ー タを基に コ ン ピ ュ ー タ ー をj 恥､たホモ ロ ジ ー モデリングにより ､ 結晶
解析の 行なわれ て い ない β - ラクタ マ - ゼ活性中心 の三次元構造推定が可
能とな っ た｡ これに より､ 活性中心構造と酵素の基質特異性との相関を考
察す る ことがで きる ｡ 活性中心を構成するア ミノ酸残基の機能を詳細に調
べ て基質との 相互作用を明らか にする ことは ､ β - ラクタ マ - ゼに安定な
β - ラクタ ム剤の ドラ ッ クデザインを論理的に行なうための有力な情報を
もた らす もの で ある ｡
クラス Aは既に述べ たように基質特異性に多様性を有する｡ Fig.ⅠⅠⅠ に
代表的な 4種のク号ス A酵素の基質特異性バタ
ー ンを示 した
15
｡ カル ペ ニ
シリ ン分解塾β - ラクタマ - ゼ (以下カルペ ニ シリナ
- ゼ) はペ ニ シリン
剤で ある カル ベ ニ シリン とア ン ピシリン に対して ､ ベ ンジル ペ ニ シリ ンと
同程度かそれ以上の 高い加水分解活性を示し ､ セ フ ァ ロスポリン剤である
セ フ ァ ロ リ ジン に は放とんど分解活性を示 さな い ｡ これはカルペ ニ シリナ
ー ゼ に特徴的な基質特異性パタ ー ンで ある ｡
カル ペ ニ シリ ンは抗緑膿菌剤として最初に 開発された半合成ペ ニ シ リン
剤で ある o 緑膿菌は日和見感歎起因菌で あり､ その感染症に有効な抗菌剤
が少なく治療が困難な菌種である｡ カルペ ニ シリナ - ゼはカル ペ ニ シリン
臨床使用開始の わずか数年後にもっ ぱら緑膿菌 (Ps e udomo n a s a er uginos a
2
)から分離され
1 6 - 1 9
､ その分離頻度の多さからPSE(Ps e udomo n a s- pe cific
en zyme s)と呼ばれて い た2 0｡ その 後カルペ ニ シリナ - ゼは P. mir abilis臨
沫分離株か らも産生が確認され ､ 緑膿菌由来の カル ペ ニ シリナ - ゼとの 関
連性に興味がもたれて い た21｡ また ､ 緑膿菌のカル ペ ニ シリナ - ゼは全て
プラ ス ミ ド支配 であるが ､ P. mirabilis由来の カルペ ニ シリナ - ゼにはプ
ラ ス ミ ド支配 の他に ､ 染色体遺伝子支配と推定されるカル ペ ニ シリナ - ゼ
がある 2 1｡ グラ ム陰性菌種の 多くは､ 菌決色体遺伝子に支配された菌種特
異的β - ラクタ マ - ゼを持つ ことが知られてい る 22･ 23｡ このP. B2imbilis
の 薗種特異的β - ラクタ マ - ゼ がカルペ ニ シリナ - ゼで凝る可能性は､
プラ ス ミ ド性カル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子の起源を考案する上でも 興味深
い
｡
本研究 で は ､ P. mir abilisの艶色体支配 ､ プラス ミド支配の カルペ ニ シ
リナ - ゼ遺伝子 の 塩基配列をそれ ぞれ明らか に して ､ 緑膿菌のカル ペ ニ シ
リナ - ゼ遺伝子 との系統発生的類縁性を考察した ｡ 更に ､ カルペ ニ シリナ
- ゼ三 次元構造の コ ン ピュ ー タ ー モデリン グにより ､ 基質特異性と活性中
心 との 活性 - 構造相関につ い て考察を行っ た .
本論文は 5章で構成され る ｡
第 1章と第 2章では､ P. mir･abilis GN79カルペ ニ シリナ - ゼ遺伝子の ク
ロ ー ニ ングを行ない ､ カル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子の塩基配列とアミノ酸 一
次配列を決定した o 更に､ この遺伝子が P. mir abilis GN79の決色体上に
存在する こ とを明らかにした 9 1｡
第 3葦で は ､ P. mir abilis N29由来の プラス ミド(pCS229)性のカル ペ ニ
シ リナ - ゼ遺伝子 の クロ ー ニ ン グを行ない ､ 塩基配列とア ミノ顧 一 次配列
を決定した ｡
第 4章で は pCS229カルペ ニ シリナ - ゼと緑膿菌由来のカル ペ ニ シリナ
⊥ ゼの 塩基配列 ､ ア ミノ酸配列および保存性ア ミノ酸残基の比較から ､
pCS229カ ル ペ ニ シリナ - ゼの 系統発生的位置を示した｡
3
第 5葦で は コ ン ピ ュ ー タ ー を用い たホモ ロ ジ ー モデリングにより ､ PCS
229カル ペ ニ シリナ - ゼと緑膿菌カル ペ ニ シリナ - ゼ(PSE-4)との 三次元構
造の 比較を行ない ､ 等電ノ点の 差異と置換ア ミノ酸の相関を考察した ｡ 更に
カ ル ペ ニ シリ ンを分解できない クラ ス Aβ - ラクタ マ - ゼ(TE把-1)の活性
中心付近の 三 次元構造を , P. mirabilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼと比較
し ､ カ ル ペ ニ シリ ン加水分解の基質特異性を決定してい る活性中心ア ミノ
酸残基に つ い て考察を行 っ た｡
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第1章
P. m l
'
rabl
'
]l
'
s GN79染色体性加レペニシけ -ゼ
遺伝子のクロ ー ニングと遺伝学的解析
第1章 P. m l
'
Tabl
'
1l
'
s GN79艶色体性加レペニシリナ-ゼ
遺伝子のクロー ニングと遺伝学的解析
P. millabilis G 耶9は PSE酵素産生撮膿菌の出現前で ある ､ 1965年に臨床
分離され たカル ペ ニ シ リン高度耐性株で ある 2 3｡ 木蘭はカルペ ニ シリナ -
ゼ を構成的に 産生し､ 等電点や基質特異性などの酵素化学的性質及びP. m -
iFabilisの プラ ス ミド性カル ペ ニ シリナ - ゼ抗血清との反応性におい て ､
既知の カル ペ ニ シリナ - ゼと異なる ことが報告されてい る2 l｡ p. mir abil-
isの カル ペ ニ シリナ - ゼはほとん どがプラス ミド支配である が､ 木蘭の カ
ル ペ ニ シリナ - ゼ産生の遺伝形質は極めて安定で あり ､ 可能なかぎりの プ
ラ ス ミド除去実験を行 っ ても カル ペ ニ シリナ - ゼ産生が保存される こと
か ら ､ 艶色体支配 で あると推定されて い る 2 4｡ しか しグラム陰性腸内細菌
で は ､ 決色体支酉己の カル ペ ニ シリナ - ゼを産生する菌種はGN79以外に見つ
か っ て い ない ｡ P. mirabilisの菌種特異的β - ラクタマ - ゼはまだ同定さ
れ て い ない ため ､ GN79カルペ ニ シリナ - ゼが菌種特異的β - ラクタマ - ゼ
で ある 可能性が考 えられた｡ しかし ､ Salm o n ella typhimurium のように
菌種特異的β - ラクタ マ - ゼを持たない菌種もあるの で 2 5､ 酵素遺伝子の
存在様式を確認する必要がある ｡ 更に ､ この酵素遺伝子 とプラス ミド支配
力 ルぺニ シリナ - ゼ遺伝子の 比較杖､ Rプラス ミド上の耐性遺伝子の起源
を考察する上 で も興味深い ｡
以上 の ことを明らかにするために ､ GⅣ79カル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子のク
ロ ー ニ ン グを行な い ､ 遺伝学的解析を行 っ た ｡
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第1節材料と方法
1) 実験材料
a ) 使用菌株
使用した大腸菌(Es che rLichia c oli)の各菌株と PTOte u Smirabilisの 各
菌株はそれ ぞれ Table 1-1,Table ト2a,Table ト2bに示した ｡ その他の菌
種の β - ラクタ マ - ゼ産生菌とプラ ス ミド性の β - ラクタ マ - ゼ産生大腸
菌につ い て は Table ト3 にまとめた ｡
遺伝子 工学実験では､ 大腸菌TGl株をプラス ミドD N A調製の宿主とし
て 用い た 26｡ また薬剤感受性の測定及びβ - ラクタ マ - ゼの調雪削こは宿主
大腸菌 ampCβ - ラクタ マ - ゼの 混在を避ける ために ､ 大腸菌 C600株の am
pβ変異aJ叩C欠損型である AS226-51株を用い た 4 2｡
b) プラ ス ミ ド
})ロ - ニ ン グベクタ ー として ､ ク ロラム フ ェ ニ コ ー ル (C M) 耐性マ ー
カ ー を持つ pUC糸プラス ミドベクタ ー p11SG398を用い た40｡ これはIa cZ領
域にM C S を有するため ､ 1a cZ△R15 の宿主 に形質転換する際にIFrGとⅩ-
galを含むプレ ー ト上で挿入D N Aの 有銀が判別できる｡
プラス ミ ドpSEIOは P. vtllgaris 5IU 8-1β - ラクタ マ - ゼ遺伝子クロ ー
ンで ある 4 1｡ ベ クタ ー 由来の カナ マイシン (K M) 耐性を持つ ｡
プラス ミ ドpCF-101は C. fr･eu ndii GN346β - ラクタ マ - ゼ遺伝子 とその
上流の frd遺伝子 を含む遺伝子ク ロ ー ンで ある 42, 97｡ ベクタ ー 由来のク
ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル (C M) 耐性を持つ ｡
c) 抗生物質
セ フ ァ ロ リジン (C E R) ､ テトラサイ クリン (T C) は塩野義製薬 ､
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ベ ン ジル ペ ニ シリ ン (P C G) ､ ア ン ピシリン (A P C)カナマイシン (
K m) は明治製菓､ カル ペ ニ シリ ン (C P C)､ セフ ァ ゾリン (CE Z)､
FR18417(ニ ト ロ セ フィ ン誘導体)は藤沢薬品､ ク ロラムフ エ ニ コ - )L'は山
之内製薬の 各製薬会社より分与された純度の 明らか なもの を用い た｡ β -
ラクタム 剤の 構造式を Fig. ト1 に示 した ｡
d) 試薬
一 般試薬窺は実験方法の項でそれぞれ記述した｡ 特に表示の ない 限り
特級試薬を用 い た ｡
遺伝子操作用試薬はベ - リンガ - マ ンハ イム ､ 宝酒造 ､ 日本ジ ー ン ､
B R L(Bethsda 鮎s e arch Laboratories,In c.)か らそれぞれ購入した｡
α
-
3 2p- dCTP､ multiprime DNA labelling system はア マ - シャ ム から
購入 した .
非放射性ラ ベ ル を用い た ､ DNA- labeling and dete ction kitはベ - リ ン
刀 - マ ン ハ イ ム から購入した｡
e) 培地
細菌培養には ､ 栄研化学の H I(ハ - トイ ンフ ュ ー ジ ョ ン) ブロス ､ マ
ツ コ ンキ ー 寒天培地を用いた ｡ またY T寒天培地と2 × Y Tプロスを用い
た ｡
Y T寒天培地
パク ト トリプト ン 8g
パク ト酵母 エ キス 5g
封aC1 15g
寒天末 15g/L
2 × Y Tブロ ス はY T寒天培地から寒天末を除き ､ その 他の成分を2倍量
にした ｡
菌種同定に は栄研化学のS I M(Sulfide-Indole-notility)培地､ 尿素
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培地､ Kligla r 確認培地､ Simm o n sク エ ン酸ナ トリウム培地､ を用い た ｡
2) 実験方法
a) 歯種同定
長期保存菌株の菌種の 確認 は､ S I M培地 ､ Eligla r確認培地, Sim mons
ク エ ン酸ナトリウム培地､ 尿素培地を用い て常法に従い行 っ た ｡ 接種培地
は37
o
C で培養した ｡
b) D N A の調製
i) 艶色体D N Aの調製
ク ロ ー ニ ン グの ための D N A調製は ､ SDS- phe n ol法を 剛 ＼て 行 如 ＼､ そ
の他の場合には Owenら による簡易調製法を用いた ｡
(SDS- phenol法)4 3
前培養薗液 5mlをH Iブロ ス 200ml に入れ ､ 37
o
Cで対数増殖後期まで振
漁培養し ､ 遠心集菌した｡ 菌体を10mlの50m比Tris- HCl(pH8. 0),50mn EI)TA
でサ ス ペ ン ド後 ､ 10TT唱/mllys ozymeを0. 5ml加え更に1mlのSTEPs olution
を加えて50
o
C で 1時間以上インキ ュ ベ - 卜した ｡ Lys ozym e処理菌液に ､ 6
mlのTris飽和phenolを加えて 1時間振汲後､ 遠心(1,200×g,4
o
C
,
10min)し
た ｡遠心後 ､ 水屑を取り等溶量のTris飽和phe n olを加えて再遠心した｡ こ
の 除蛋白操作を白い沈殿がなくなるまで繰り返した｡ その後､ 水屑から
ethan o1沈殿 により ､ D N Aを分離した｡ 減圧乾燥後､ D N､Aを1mlの50mE
Tris - HCl(pH7. 5),1打此 EDTAに再溶解し ､ 50vlの2喝/皿1 RNa s eAを加え ､ 37
o
Cで イ ン キ エ ペ - 卜した ｡ 等溶量のPhenol:CIAAを加えて1時間振過後､
遠心(1,200×g,20
o
C
,
10皿in)した｡ 遠心後､ 水屑を取り等溶量のPhe n ol:CIA
Aを加えて 再遠心 した ｡ 白い沈殿がなくなるまで この抽出操作を繰り返し
た ｡ 水屑は TE bufferで 3回透析し､ その後 etbanol沈殿によりD N Aを
1 6
回収し減圧乾燥 した ｡
D N Aは TE bufferに溶解し､ 260nI且の吸光度から 1 0D2 6｡ = 50柑/ml
として 濃度を決定した ｡
･ STEPsolutio n: 0.5%SDS/50m放 Tris -HCl pH7.5/0. 胡 EI)TA/
1mg/ml Pr oteina se E( 用時調製)
･ CIAA(chlorofor m : isoamylalc ohol = 24: 1)
･ Phenol:CIAA(Phe n ol : CIAA= 1 : i)
･ TE buffer:
-
10mn Tris -HCl,1nin EDTA(p日8. 0)
(Owenによる簡易調製法)44
10ml の HIブロ ス培養菌液から紫蘭LJ･､ 1 X SEで 菌体を洗浄した o RN
a §eA(50柑/ml)を含むSET bufferで菌体をサス ペ ン ド後 ､ 終浪度1%にな
るよう にSDSを加えて ､ 37
o
Cで 30分間イ ンキ エ ペ - 卜した｡ Pr oteina s eE
を50柑/ml になるよう に加えて ､ 37
o
C､ 30分間インキ ュ ベ - ト後､ 等溶量
の C工Aを加 えて混合し､ 遠心(1,8000×g,4
o
C,15min)した｡ 遠心復水層に
1/2酒量の7.5皿酢酸ア ンモ ニ ウム を加えて 混合し､ さらに0.54溶量のイソ
プロ パ ノ ー ル を加えて D N Aを沈殿させ た｡ D N Aはethanolで 2回洗浄
し ､ 減圧乾燥した ｡
･ 1 X SE: 150mE NaCl,100mn EDTA(pH8.0)
･ SET buffer: 150m放NaCl,15∬瓜 EDTA,60mA Tris- HCl(pH8. 3)
ii)プラ ス ミドD N Aの調製
(Alkaline Lysis法)4 5
プラ ス ミ ドD N Aの調製は主に Alkalin eLysis法により行なっ た ｡
大量調製の場合は ､ プラス ミ ド保持薗を2 × Y Tブロ ス 200ml で対数増
殖中期まで培養して ､ C比170pg/mlで 一 夜プラス ミドの増幅を誘導した菌
か ら調製した｡ その他の場合には2 × Y Tブロス またはH Iブロス で菌を
培養し ､ エ ツ ベ ン ドル プチ ュ ー プを用い て約1.5ml - 3ml菌液から簡便法に
1 7
より調製した ｡
(Kado法)
4 6
分子サ イズが40kb以上の 大き い プラス ミ ドの D N Aは ､ Kado法により ､
エ ツ ベ ン ドル プチ ュ - プを用い て31nl - 5ml菌液から調製した ｡ 遠心集菌し
た菌体に ､ Solution Iを100pl加えて サス ペン ド後 ､ Solutio nIIを 200pl
加 えて混合した ｡ 55
o
C,30- 45分間イ ンキ ュ ベ - トにより菌体を溶解させ ､
Phenol:CIAAを0. 5ml加えた o 遠心後､ 水層に 3班酢酸カリウム溶液を加え
て ､ ethanol沈殿を行ない D N Aを回収した ｡ この D N Aを 200plの wa sh-
ing液で膨潤さ せ ､ 再度etha n ol沈殿を行ない D N Aを 軌放した.
･ Solution I: 40∬此 Tris- a c etate(p王i7.4),2mE EDTA
･ Solution II: SOS 3g,Tris-ba s e0.6gを70mlの蒸留水に溶解し､
2N NaOHで pH12.6に合わせ全量を100mlとした｡
I wa shing液: 100汀皿酢酸ナトリウム ,501姐 Tris- HCl(p日8. 0)
c) D N A操作
i)制限酵素反応
制限酵素反応 はメ ー カ ー の指示条件に従い ､ 下記の3種の bufferを用い
て行 っ た o 必要に応じ､ RNa se Aを終濃度 0.2pgh=こなるように加えた｡
Co mpo sition of buffe r s
NaCI Tris -HCI MgC12
lox Sa c二(lo w s alt buffer)
lox TnN(mediu m s alt buffer) 500m姓
lox BamBI(highs alt buffer) 1000m姓
lox SalI(highs alt buffer) 1750mn
100汀此(pH7. 5) 70m姓
500m比(pH7. 5) 100mE
IOOmn(pH8. 0) 70m把
100m凹(pH7.5) 70mH
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通常 ､ 1 - 20unitsの制限酵素を用い て37
o
C で2時間 以上処理し ､ 完全消
化した ｡ D N A断片は､ その まま Stop dye s olutio nを1/6容量加えてア ガ
ロ - ス ゲル電気泳動を行う れ あるい はPhenol:CIAA抽出などの除蛋白処
理と ､ et土1anOl沈殿 により ､ 回収して以後の実験に使用した｡
･ Stop dye s olution: 30% Glyc erol,10m皿 Tris- HCl(pH8. 0),
1mH EDTA(pI18.0),0. 5%SDS,
0. 1% Bromo PhenoI Blue,0.1% Ⅹylene Cy an o1
ii)アガロ - ス ゲル電気泳動
(装置 ･ 試薬)
ア ガロ - ス ゲル :Aga r o s eS( 和光純薬)
泳動 buffer :TARbuffer(40mE Tris - a c etate pH8.0, 1mH EDTA)
泳動装置 : サブマ リン塾AH-13( 和科盛)
nupid-2(コ ス モ ･ バイオ)
トラ ン スイ ル ミネ - タ - :C-61(ULTRA VIOLETS PRODUCTS)
( 操t/F)
TAE bufferを用い て 0. 7 - 1.0%の ゲルを作成して使用した ｡ AH-13は80
V､ 恥pid- 2は 100Vの泳動条件で ､ Stop dye s olutio n申の Br o m oPhe n oI
Blu eバ ン ドがゲル の2/3程度移動するまで 泳動した｡
ゲル 艶色は1帽/mlェ チジウムブロ マイ ド水溶液中で20分間行ない ､ 数回
水洗して 余分の艶色液を除い たo トランスイル ミネ 一 夕 一 によりゲル下面
か ら302nmの口Ⅴを照射して DN A の バ ンドを観察し､ 写真撮影により記録
した ｡ フ イ ルム は ､ フ ジ ･ イ ンスタ ン卜B & Wフイ ル ムFP-3000Bを使用し
た . 各制限酵素断片のサイズはマ ー カ ー として 見フ ァ ー ジD N A のEccRI･
HindIII消化物を同時に泳動して算出したo
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ii) Ligation
制限酵素反応後 ､ 反応溶液をPhe n oトCIAA で除タンパクし､ etbanol沈殿
で D NA 断片を 回収した ｡ ベクタ ー D NA とD N A断片の 混合液に ､ lox
1igas ebuffer lpl,10In ATP Ipl,T4 D N A liga s elunitおよぴ蒸留水
を加えて 総量10plとし､ 12
o
C 16時間以上反応さ せた｡
Liga･Lion処理D N Aはその ままに形質転換に用い た｡
･ 10×1igas ebuffe r : 660m比Tris＋1Cl(pH7. 5),66m池且gC12,100mh DTT
iv)形質転換
CaC12法 9 8を用い ､ CaC12膿度は 50m放 で行っ た ｡ ク ロ ー ニ ング､ サブク
ロ ー ニ ング及び ス})リ ー ニ ングには宿主菌として 大腸菌TGl株を用いた .
薬剤耐性 レベ ル の測定には ､ AS226-51株を宿主菌として使用した ｡ 形質
転換 コ ロ ニ ー はベ クタ ー プラス ミ ドの持つ薬剤耐性マ ー カ ー を用い て薬剤
寒天平板上 で選択した｡
d)D N A断片の精製
プラ ス ミ ドD N Aを制限酵素で消化し､ Stop dye solutionを加えて反
応を停止後 ､ ア ガロ - ス ゲル電気泳動でD N A断片を分離した｡ アガロ -
スゲル は 0. 7%または 1%の浪度のものを使用した｡ エ チジウム ブロ マ イ
ド鞄色後 ､ 目的の D N A断片バ ン ドをゲル から切り出した｡ ゲル断片から
の D N A回収は電気溶出法また はGene Cle an kitによる方法で行 っ た ｡
電気溶出法で は､ ゲル断片を TAE buffe rを満たした透析チ ュ ー ブに入
れ ､ 電気泳動槽中定電圧30Vで 一 晩通電しDN A を溶出した｡ 透析チ ュ ー
ブ内液から etha n ol沈殿 によりD N Aを回収した ｡ 更に ､ D N Aを 200pI
TE bufferに溶解 し､ Tris飽和Phe n ol,CIAA抽出によりアガロ - ス などを除
去後 ､ ethan ol沈殿 でB)収した .
Ge n eCle an 法 4 7で はゲル断片重量の2.5 - 3倍量のⅣaI溶液を加え ､ 55
o
C
で5分間イン キ エ ペ - 卜して ゲル を溶解させ ､ GLASSnILK(シリカマ トリ ツ
2 0
クス) 懸濁液を添 加し､ D N Aをシリカ マ トリ ックス に吸着させ た｡ 遠心
ペ レ ッ トを3回NEW洗浄液で洗浄し､ アガロ - ス などを除去した｡ 洗浄ペ レ
ッ トを少量の 滅菌蒸留水に懸濁し､ その遠心上汚よりD N Aを回収した｡
e ) ハ イ プリダイゼ ー シ ョ ン
i)コ ロ ニ ー ハ イプリダイゼ - シ ョ ン4 8
マ ツ コ ンキ ー 寒天平板上 に ニ トロ セル ロ ー ス フ ィ ルタ ー (millipo r e
HATE¢82J71m)を置き ､ その上に被験菌株を接種した｡ 37
o
C 一 晩培養し ､
こ れを マ ス タ ー フ ィ ル タ ー とした ｡ マ スタ ー フ ィ ルタ ー よりレプリカ法に
よ っ て コ ロ
■
ニ ー を転写した ニ トロ セ ル ロ ー ス フ ィ ルタ ー を ､ 菌接種面を上
にして マ ツ コ ン キ ー 平板上 に置き 37
o
C で 5- 6時間培養した｡ フ ィ ルタ ー
をはが し ､ 10%SDS浸潤ろ紙にの せ て 3分間放置した｡ 次に0.5也ⅣaOH/i. 5
班 NaCl溶液浸潤ろ紙にの せ て 5分間放置し､ その後 0. 5H Tris -HCl(pH8.0
)/1.5把 NaCl溶液浸潤ろ紙にの せて 5分間放置した｡ さらに フィ ルタ ー を
2×SSPE上 に浮か べ て約 5 分間洗浄し､ 風乾後､ 80
o
C,2時間加熱処理 して
D N Aをフ ィ ル タ ー 上 に固定した ｡
D N A固定フ ィ ルタ ー を6×SSCに 5分間浸し､ Prewashbuffe rで 37
o
C,1
- 2時間イ ン キ ュ ベ - 卜して洗浄した o 次い で､ Pr ehybridization buffe r
に浸し37
o
C で4 - 即事間放置し､ 日ybridization bufferに移し37
o
C,24時間
放置した ｡ Hybridization bufferにはブロ ー プとして 5
'
末端 3 2p標識D N
A断片を 5XIO4cpm/cm2 of filte rとなるように加えた ｡
フ ィ ルタ ー の洗浄は lo w stringencyで ､ 3XSSC/0.1%SDS中､ 室温で5分
間3回行 い ､ 更に2XSSC/0.1%SDS中､ 50
o
C で15分間2回行 っ た｡ 乾燥後､ カ
セ ツ テ 中で Ⅹ線フ イ ルム ヘ の感光を行っ た ｡
･ 2×SSPE: 0. 36比NaCl
,
29mR Sodium pho sphate buffer(pH7.7),2m皿 EDTA
･ 6×SSC: 0. 9班 NaCl,0.09班Sodium citr ate(prI7.0)
･ pr ewa sh buffer: 50ⅡiM Tris- HCl(pH8. 0),1Ⅳ NaCl,1mA EI)TA,0.1%SDS
･ prehybridizatio nbuffer: 6×NET,0.5%SDS,5×Denl1a rdt
'
s solutio n,
2 1
100柑/ml Salmon te stis D N A(be at de-
natured)
･ flybridization buffe r : Pr ehybridization buffe r,
10%Dextra n s ulfate
･ 5×De nhardt
'
solut,ion: Fic ol1 400 5g
Polyvinyl pyrrolidoneIト90 5g
BSA 5g
D. W to 500ml
ii)サザン ハ イプリダイゼ - シ ョ ン
(サザ ントラ ンス フ ァ ー )
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制限酵素で 処理したD N A消化物をア ガロ - スゲル電気泳動で分離後､
ゲル を0.1N rlC 溶液に浸し15分間ゆ っ くり振過した ｡ このHCl溶液処理は2
回くり返した . ゲル を水洗後 ､ 0. 5H NaOB/1.5比NaCl溶液に浸し同様に15
分間ゆ っ くり振逸した｡ ゲルを水洗後､ 0.5n Tris- HCl(pE 7.4)/1.5H Na
cl溶液 に浸し20分間ゆっ くり振逸し､ 同様に水洗を行 っ た｡ ゲルと同じ大
きさの ニ ト
.
ロ セ ル ロ ー ス フィ ルタ ー (Scbleicher 良Scbu ell)を蒸留水で
浸潤した後 ､ 10XSSCに浸潤した ｡ トレイ上 にガラス板を渡し､ 適当な大き
さの ろ紙を(Whatman n3 m)をトレイ中の10XSSC に浸した後､ ガラス板を横
断す るよう にした ｡ この時ろ紙の両端が10×SSC溶液につ かるようにした ｡
ろ紙上 にゲル を置き ､ ニ トロ セル ロ ー ス フ ィ ル タ ー をゲル の七に気泡が入
らな い よう にして のせ た ｡ 次に同じ大きさ の ろ紙 ､ ペ ー パ ー タオル の束 ､
重 しを それ ぞれ載せ ､ 一 晩 トラ ン ス フ ァ ー した｡ トランス フ ァ ー 後､ フ
ィ ルタ ー を6XSSC の中に20分間浸し ､ 風乾後､ 80
o
C, 2時間加温しD N Aを
固定した ｡
2 2
(サザ ン ハ イ プリダイゼ - シ ョ ン)
①放射性ラ ベ ル ブロ ー プを用い たハ イプリダイゼ - シ ョ ン 50
フ ィ ルタ ー をPreI.1ybridization もuffe rに浸し､ 65
o
C,4時間放置後､ プ
ラ ス チ ッ ク バ ッ グの内側にフ ィ ルタ ー をはさみ ､ 放射性ラベ ルブロ ー プを
含むHybridization bufferで65
o
C
,16時間処理した｡ 用いたbuffe r組成は
コ ロ ニ ー ハ イプリダイゼ - シ ョ ンで用い たもの と同じである ｡ 処理後､ フ
ィ ルタ ー の洗浄は コ ロ ニ ー ハ イプリダイゼ - シ ョ ン と同様に1o 町 String-
e ICyで行い ､ フ ィ ルタ ー は乾燥後､ Ⅹ線フイ ルム に感光させ た｡
②非放射性ラベ ル プロ ー ブを用い たハ イプリダイゼ - シ ョ ン 5 1
D N A labeling & Dete ction kitを用い たdigoxygenin- ELISA法により
行 っ た o フ ィ ル タ ー をIlybridiz atio m s olutio nに浸し､ 68
o
C
,
1時間処理し
た後 ､ 非碑射性ラ ベルプ ロ ー ブを含む Hybridizatio n s olutionで68
o
C､6
時間以上処理 した ｡ フィ ルタ ー の洗浄は 2XSSC/0.1%SDS中､ 室温で行な
い ､ 5分間振漁を2固練り返した｡ さらに 0. 1XSSC/0. 1%SDSで 68
o
C,15分
間振汲をを2固練り返した ｡
フ ィ ル タ ー をbuffe rlで1分間､ buffer 2で30分間それぞれ処理した｡
再度 bu･ffer l で1分間処理後､ ア ルカリ性フ オ･ ス フ ァ タ - ゼ標識抗digox -
igenin抗体を加 えた｡ Buffer l で15分間2回､ buffe r3で2分間それぞれ処
理した ｡ プラスチック バ ッ グにフィ ルタ ー と発色性基質である ‡- リン酸(
BCIP)/NBTを入れ ､ 暗所に 一 日放置して発色させ ､ TE buffe rで5分間処理
して 反応 を停止 した｡
AIiybridizatio n s olutio n : 5×SSC,0.5%blo cking r e age nt,
0.1%N-1a u r oyl s arc o sine,0. 020/OSI)S
･ buffe r1: 100m放Tris -HCl(pH7.5),150∬皿 NaCl
･ buffe r2: 0. 5%blo cking r e agent in buffe r1
･ buffer 3: 100mn Tris -HCl(pB9.5),100mn NaCl,50血捜比gC12
･ ⅩJ)ン酸(BCIP)/HBT: 51 ブロ モ ー 4- ク ロ ロ ー3- イ ン ドリルリン酸(トルイ
ジ ニ ウム塩)/ニ トロ ブル ー ･ テトラゾリウム塩溶液
2 3
iii) プロ - ブの 調製
遺伝子 をス ク リ ー ニ ングする ための プロ ー ブとしてD N A断片を α - 32p
- dCTPあるい は digoxygenin- -dUTPを用い て 5
'
末端標識した｡
D N A断片の 放射性ラベ ル は Hultiprime labeling syste m(ア マ - シャ
ム) に より行 っ た 50｡ D NA 断片を100
o
C
,
2分間水浴中で加温後 ､ 氷水中
で急冷して変性させ た . 変性D N A 26pl(80ng)､ dATP,dGTP,dTTPを含む
批1tiprime buffer15pl､ 及び α - 3 2トdCTP7pl(70pCi)の混合液に klenow
en zym elpl(1 u nit/pl)を加えて37
o
C
,
3時間反応した. 反応後､ ゲル漉過
により遊離の α - 32p- dCTPを除去し ､ ブロ ー プとして用いた ｡
非放射性 ラ ベ ル はdigoxy ge nin- ELISA法により行っ た5 1｡ D N A 15pl(1
帽)を熱変性後 ､ he x anu cle otide mixtu r e2pl､ dATP,dGTP,dCTP,dTTP及び
digoxygenin -dUTPを含むdNTP labeling mixtu r e2plと混合後､ kleno w e n-
zy-nelpl(1 unithl)を加えて37
o
C
,
1時間反応 した ｡ 反応後 ､ etha n ol沈殿
に より D N A断片を回収した ｡ digo xy ge ninで ラベ ル したD NA は､ 乾燥
後 TE bufferに溶解しプロ - ブとして用い た｡
e) 薬剤感受性値の測定
寒天平板希釈放で行 っ た｡ H Iブロス 中 37
o
C で対数増殖後期まで振返
培養した菌液を甲Ⅰブロ ス で100倍希釈した (紛 5×106 c ells/ml) ｡ その
5plを ミク ロ プラ ンタ ー (TYPE 配T-P､佐久間製作所) を用い て 2倍系列希
釈の薬剤を含む H I寒天平板に接種した . 37qC で18時間培養後､ 菌の成育
を判定した ｡ 感受性値は最小発育阻止濃度 (比IC, 描/ml)で示 した.
しf) β- ラクタ マ - ゼ粗酵素試料の精製
菌を H Iブロ ス 10ml中に接種しO D6 1.=1.0まで37
o
Cで 振盟培養した｡
遠心紫蘭(1,200×g,4
o
C,5min)した. 菌体を PBS- 馳 buffe rで洗浄後, 50∬此
pI10 Spbate buffe r(pR7. 0) に懸濁し ､ 超音波破砕機 (Brans o nSo nifie r
c ell dis r uptor 200)で 水冷下破砕した｡ 遠心 (18,000×g,O
o
C,20皿in)に
2 4
より細胞破砕断片を除去し､ 上清を粗酵素試料とした｡
I PBS一 触 buffe r : NⅠi4Ⅰ-lPO4 1.51g, Kf12PO4 0. 35g, HaC13.4g,
ngSO4 0.123g /500ml (pH7. 0)
g)等電点電気泳動
泳動装置は ATTO社製SJ-1071を使用した｡ 支持体として5%ポリアクリ
ルア ミ ドゲル(110∫T皿X 110.nmX lm)を 剛 ､､ 両性担体には Anpholine (
LEB) pR3･ 5-9･5を終濃度 2.7%となるように加えた｡ 電極液は陽極側に1比
113PO4 ､ 陰極側に1 MaOHを用い た. 300V,定電圧で 1時間前泳動を行っ た
後､ ゲル上 に酵素試料を載せ て10mA定電流で電圧が1000Vに達するまで泳
動し ､ その後は1000V定電圧で 4時間泳動した ｡ ゲル上の β - ラクタマ -
ゼ は1Jng/ml のFR184=19溶液をゲルに塗布し活性染色で娩出した｡
h) β- ラク タ マ - ゼ活性測定
β - ラJ}タ マ - ゼ活性はミク ロ ヨ - ド法により測定した 52･ 53｡ sa w aiら
の 方法5 4に従い ､ 50--必 phosphate buffer pH7.0中､ 基質浪度200仇30
o
C
で 酵素反応を行 っ た｡ タ ングステン酸で反応を停止後､ ヨウ素デンプン試
薬を加え ､ 測定波長595Ilmで測定した｡ 吸光度計は日立220A型分光光度計
を使f目した ｡
2 5
∽
E:
A
＋ユ
C)
(d
7 ～
I
ql
～
C〉
①
h
ゴ
)
O
g
h
十)
∽
T1 1
d
()
f rl
〔ヨ
q)
,a
U
▼･ ･+
1
▼
- 1
1
b D
● rl
FL l
仁]
. I- 1
ー J
ー I
I Il
U
■ r l
仁]
Q)
p〔⊃
h
ed
U
Cn
▼
･
-1
廿
C O
TI
CEi
Fil
:=
=
n
=
o 呂
U U u
骨
=
0 1
U o
= O
U - U
め
N
o
z
”
9
o
z
(J エ
骨
o
8
Z
O
()
l
N
エ
U
ew
F]
I Il l
ド- ･ ･+
r
･ ･
+
■ rJ
U
● rJ
Pl
∈
A
仁]
■ I･ ･1
r一
(⊃
N
d
tH
①
U
ざざ喜
督
=
0
? ”
a
U ＋ =
I つ
=
芋f(
O
z
で
∽
【1
謹
z
o
og
Z
O
O
I
糾
エ
U
l
右
z
,7
Z Z
=
0
0
U
2 6
ざざ
u
B
･n
f;.
=
()
U
rl
逮
時
＼
N
コ:
U
辞
=
O
O
N
E5
=
u
m
:=
(⊃
(⊃
U
臼
一 ｢ ･ ･イ
†･ ･ ･ ･+
r - ･1
･ r J
U
● I- +
i 邑
｢- +
h
N
⊂コ
Q)
仁q
コ: C)
0 【コ
O ･ - 1
O rd
● r l
LI
O
r <
d
,cj
Pl
q)
U
Table 1- 1
The list of E. c olist,r ains
E･ c olistr ains relevarlt Char acteristics refe r enc e
TGl
/
A
I5”1;rpas;6?,)･]a
S
c
u
;f
,
･
l
tl
a
l三21A'[SIf雷5 Gibs on
2 6
proA
＋ B
AS226- 51 F∴ th トl, thy-i, ]e uB6,]acYl, gift from
to nA2l, s upE44,A
-
, 血 mpC, a mpD Dr. Sugimoto
mL1410 met, h al,F
-
27
r
rable ト2a
Su s c eptibility of P･ tDir abilis strains to the main antibiotic s
P･ mirabilis strains 也IC(pg/ml)
APC C凹 S凹 KM
GⅣ79
N29/pCS2写9
Ⅳ3/pCS203
N7
Ⅳ9
NIO
Ⅳ12
N31
N41
25
26
〉3200
〉3200
400
1. 6
1.6
3.2
3.2
1.6
3.2
3.2
3.2
6
100
100
6
6
3
3
12
12
25
6
.3
.3
.3
.2
.2
. 5
. 5
. 3
1
4
4
〉
〉
00
00
00
5
5
1
6. 3
0
0
6.3
3.2
3.2
3.2
2.5
〉100
3
800
〉5
く
1
6.
3.
0
3.
3.
3.
1.
2.
2
3
2
2
2
2
6
5
APC･ alnpicillin; CM･ chlor a mphenicol;S比,streptomycin;
正也
,
kan a mycin
27
Table ト2b The list of P. mirabilis st,r aillS
sLr ai'I”o･ p怒主÷圭i;as e straill”o･ pe芸gcti!ii;a se
T3
'
1
'
8
rHl
-
r14
-
1
'
15
T23
1
'
26
'
1
'
32
T33
T37
T4()
T41
T4Z
T43
T45
T48
T4(J
l
'
50
T51
T52
1
'
54
T5G
T58
1'59
'l
t
65
■1
'
G6
TG7
T68
T114
'
l
l
l15
'rl_i6
T117
Tl18
Tl19
T120
T121
TIES
T124
一卜
-ト
＋
＋
＋
＋
一卜
一卜
-ト
ート
ート
ート
＋
-ト
ート
ート
＋
-ト
＋
一卜
一卜
＋
-ト
ート
ート
ート
ート
＋
一ト
ート
＋
+-
＋
-卜
一卜
＋
＋
T125
T1 26
T】27
T128
T129
T131
T132
T133
T134
T135
T136
T137
T139
T140
T150
Tl_75
T177
T178
Tj.79
T180
T181
T182
T183
T201
T202
T211
T231
T234
T235
T237
T238
T239
T240
T242
T243
T244
T245
比4:56
＋
＋
+-
-ト
＋
＋
＋
-ト
＋
+-
＋
＋
＋
-ト
＋
＋
＋
＋
＋
一ト
-ト
＋
＋
＋
+-
＋
-卜
-ト
＋
-ト
＋
＋
-ト
＋
＋
＋,perlicillin as e a ctivity detected;
-
,pe nicillin a s e activity n ot detect,ed.
The strains ex c ept p1456w er epr ovided by Dr.nor oho shi,
a nd 比456wa spr ovided by Ta mu ra.
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Table ト3
T土Ie list of tile β- 1a ctama s eprodu cing str ain s
β - 1a ctam ase type
PSE- 1(carbenicilinase)
PS尽- 3(c arbe nici1lin a s e)
PSE- 4(carbe nicillinas e)
PSE- 2(o xa ci11ina s e)
0ⅩA-1(oxacillin a s e)
TE把-1(penici11irla S e)
pelicillina g e
penicillina s e
c epllalospo rinase
ge ne ho st strains
localization
RPLll
Rms149
p出G19
R151
RGN238
RGN14
cbro ∬10 S OIne
chromo s o me
c‡1rO mOSO Ⅲle
P. a erugino s a1737E
P. a erzlgin os a出243
P. a e mginos a15 9E
P. a e rugin o s a1973E
E. c oli HL1410
E. c oliHL1410
P. vulgaris GN76
K. pneumonia eGN69
C. fr eundii GN346
refere nce
28,29
16
,
28
20,28
28
,
29
33,34
33
,35
30,36
23,37,
23,39
31
29
2
.
9
32
38
29
第2節 加レペニシリナ-ゼ遺伝子のクロー ニング
1) 菌種同定
P･ mirabilis GN79の産生をする カル ペ ニ シリナ - ゼの遺伝子クロ ー ニ ン
グに先立 っ て ､ 使用菌株の菌種再同定を行 っ た. 対照として P. vulgaris
GN76と ､ E･ coll
'
AS226-51を用い た . これらの薗株は ､ グリセ ロ - )L'含有
培地中 ､ - 80
o
Cで長期保存された研究室保存菌株である ｡ 菌種同定は､ 第
1節の 材料と方法で示した確認培地をJ削､て行っ た｡ さらに薬剤感受性を
測定し ､ M I C値で示 した｡ 結果をTable ト4, ト5 に示した .
Table 1-4
1dent,ification of the bacterial st.r ains
pr operties P･ ma;
1
7
a
9
bilis P･ v
G
?好is ^E52C206)l
'
51
Sw ar miI唱
”()Lilit,y
llp.S produ ction
ULilizatio n of citr ate
Acid fr ont:i,a cLose
Glu co s e
Ure as e
lndole productio n
＋
＋
一卜
＋
＋
+-
＋
+-
＋
一卜
十
＋
＋
Table ト5
Su s ceptibility of t,hr e eba cte rial str ainsto the main antibiotic s
MIC(帽/ml)
sLr aiIIS
Ape CIミR CFI S比 Kn TC
t7
.
miT･al)1
'
lis GN79 〉320050 6. 3 〉100 6.3 100
ほqaAri2S2岩空言望 5望.6160望.6 §:32･ 主:66 望:喜 等.4
APC,ampicillin; CEll, c ephalo ridine; Cn,chlo ra mpllenicol;
sM, sLr eptoTTLyCin; 皿 ,kan a mycin; TC,tetracyclin e
3 0
2)P･ vulgarisβ - ラ )) タマ - ゼ遺伝子プロ ー ブを用い た
ク ロ ー ニ ン グの 試み
P･ vulga ris 5E78- 1 の産生する β - ラクタマ - ゼは､ 菌種特異的β - ラ
クタ マ - ゼで あり ､ その艶色体遺伝子 は既にクロ ー ニ ングされてい る 4 1
.
P･ miz.abilis GN79が産生する β - ラクタ マ - ゼは染色体支配と推定されて
い るの で ､ P･ miTabilisの菌種特異的β - ラクタマ - ゼの可能性が高い .
両薗種は同じプロ テウス 属を構成す る種であるの で ､ GN79とP. v ulga r l
.
Sの
β - ラクタ マ - ゼ遺伝子は相同性が高い と予想され る . そこで P. vu]gaL-
isβ - ラ )) タマ - ゼ遺伝子をプロ ー ブとし､P. n u
'
rabilis GN79β - ラクタ
マ - ゼ遺伝子 を含むD N A断片のクロ ー ニ ン グを試みた｡
まずサザ ン ハ イプリダイゼ - シ ョ ンを行ない ､ 相同性遺伝子の検出が可
能か を調べ た ｡ プロ ー ブは ､ P. v ulgar･is 5E78-1β - ラクタ マ - ゼ遺伝子
を含む8kbの D NA断片を持っ プラ ス ミ ドpSEIO から調製した. Fig. ト2に
示 す様 にこ のク ロ ー ンは､ P. vulga risの β - ラクタ マ - ゼの構造遺伝子と
調節遺伝子 を共 に含む ｡ ブロ ー プは A,Bの2種頬調製した｡ 制限酵素 SalI
及び PstIの2重 消化で切断したプロ ー ブA(8kb)は構造遺伝子と調節遺伝
子 を含み ､ 制限酵素 PvuIIで切断したブロ ー プB(1. 3kb)旺構造遺伝子の み
を含む ｡
P. mirabilis GN79 から艶色体D N Aを調製し ､ 制限酵素Ec戚Ⅰまたは
HindIIIで 消化後 ､ ア ガロ - ス ゲル電気泳動で分画した ｡ ポ ジテ ィプな対
照と してP. vulga r･is GN76､ ネガティ プな対照としてE. c oli AS226-51の染
色体D N Aを用い た｡ 泳動後 ､ 2種の プロ ー ブを用い てサザ ンハ イプリダ
イゼ - シ ョ ン を行 っ た ｡
その 結果をFig.113に示 した ｡ プロ ー ブAを用い た場合 ､ P. mirabil
'
s GN
79艶色体D N A のEc戚Ⅰ消化物で は､ >15kb,15kb,llkb,0.88kbの4つ の D
N A断片に相同性を示 した . HindIII消化物では 10kb,4. 6kb,0.95kbの3つ
の D N A断片に相同性を示したo ブロ ー プBを用い た場合､ 相同性は観察
3 1
され なか っ た ｡ 以上の結果は､ P. miL･abi]is GN79β - ラクタマ - ゼとP. v -
ulgarisβ - ラク タマ - ゼ遺伝子の相同性が低い ことを示 して い る. その
ためP･ vulga risβ - ラクタ マ - ゼ遺伝子ブロ ー プを用い て P. mir abilis G
N79β - ラク タ マ - ゼ遺伝子のク ロ ー ニ ン グを行う ことは困難と判断され
た ｡ また プロ ー ブ Aで は相同性が観察され る ことか ら ､ 両β - ラクタ マ -
ゼの 構造遺伝子近傍に は塩基配列で相同性部分がある と推定された｡
Sail PvuII PvtLII pstI
占 L- - . - ■ } -I- _ _ _ . .i
b la A bュa B
(activator) ( B- la ctaJn a S e)
8kb
Probe A
Probe B
Fig･1- 2･ The r e striction en zyme m ap of the pe nicillina s e
gene in PSEIO.
Ins ert fr agTn e ntS c o ntaining the penicillina s egene fr o m
P･ Ⅶl押 ris 5E78-1 DNAare repre s e nted by the box.Arr ows
indic ate the tr aJIS Criptl On al dire ctio na ndleD gths of
bュa A,B ge nes･ The holizontal lin es indic ate the r egi
･
on of
the probe s us ed fo rhybridization.
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3)βau3AI部分切断によるク ロ ー ニ ン グ
D N Aを4塩基認識の制限酵素で部分切断して ､ 目的の遺伝子をクロ ー
ニ ン グする ショ ッ トガン法によりβ - ラクタ マ - ゼ遺伝子 のク ロ ー ニ ング
を行 っ た ｡ '} ロ ー ニ ングの 捌各はFig･ ト4に示した ｡ P. mirabi]is GN79 の
難色休D N A5帽 を1u/作1の 制限酵素Sa u3AIで消化し ､ 経時的にサンプリン
グした試料をア ガ ロ - ス ゲル電気泳動で分離確認して ､ 2kb の大きさの断
片が多く生じるように制限酵素に よる消化時間を設定した｡ D N Aの部分
消化物 はク ロ ー ニ ン グベクタ ー pHSG398 のBa nflI部位に組み込 臥 E. c oli
TGlに形 質転換し､ A P C(25帽/.ml) 含有培地でβ - ラクタマ - ゼ遺伝子を
挿入 断片に持つ ク ロ ー ン を選択した｡ その結果､ 2.6kb の挿入断片をもつ
プラ ス ミドが得られ ､ pPW79Plと名付けた ｡ 制限酵素HincII によるサブク
ロ ー ニ ングを行い ､ 2･3kbのβ - ラクタマ - ゼ遺伝子挿入断片を持っ プラ
ス ミ ドを得てpP 耶9P2と名付けた｡
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第3節 加レペニシリトゼ遺伝子の大腸菌における発現
(1)ク ロ ー ン の β - ラク タマ - ゼ活性とβ - ラクタム剤感受性
P･ mirabilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼ退伝子の大腸菌中での 発現を調べ
た ｡ 2つ の プラス ミドク ロ ー ンpP 耶9Pl,pPW79P2をそれ ぞれ E. c oli AS226-
51に形 質転換し ､ β - ラクタム別の M IC とβ - ラクタマ - ゼ活性をP. m -
irabilis GN79と比較した(Tableト6). 粗酵素抽出液のβ - ラクタマ - ゼ
活性を ミク ロ ヨ ー ド法により求め ､ 細菌蛋白当たりの比括性で示 した｡ 基
質として ベ ン ジル ペ ニ シリ ンを用い た o ク ロ ー ンのβ - ラクタマ - ゼ括性
はP･ mirabilis GN79 の約2倍であ っ た｡ ク ロ ー ンの挿入断片中にβ - ラク
タ マ - ゼの構造遺伝子が含まれて い る ことが確認された. しかし､ 用い た
ベク タ ー はハ イ コ ピ ー プラス ミドであるの で､ 酵素遺伝子のプロ モ ⊥ タ 一
括性はE･ c ol沖 で は 加 irabilisよりも低い ことが考えられる｡ 2つ のク ロ
ー ン はい ずれもア ン ピシリ ンやカルペ ニ シリンに高い M I C値を示すが､
セ フ ァ ロ ス ポリ ン剤に は感受性で あっ た｡ この感受性の パタ ー ンは ､ Rプ
ラ ス ミ ド支配 の カル ペ ニ シリナ - ゼを産生する E. c oli でみ られるパ タ ー
ン と 一 致して い る 2 4o p. mimbilis GN79はセ フ ァ ロ スポリン剤に対して中
程度耐性を示 した｡ しか しP. mir abilis GN79からの菌体抽出液にはセフ ァ
ロ ス ポ リン剤加水分解活性が認 められ ない ので ､ セフ ァ ロ ス ポリン剤耐性
がク ロ ー ン とP. mir abilis GN79 で異なるの は､ 菌種に固有な耐性の速い で
ありβ - ラクタ マ - ゼに原因しない と考えられる ｡ Hirumaは P. mirabilis
の ポリ ン孔径が E. c oliよりも小さい ことを報告93して い るので ､ 薬剤の
外膜透過性の 差も こ の耐性の 違い の原因の 一 つ と考えられる ｡
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Table ト6
Sus c epLibility to β - 1a cta ns of E･ c olistrain sc arrying the c a rtx3nicillina se
ge ne a nd P. mirabilis GN79
Ba cterial strain s 児IC(描/ml) β-1a ctaJna Se a Ctivit9
Ape CP CER CEZ (mit/mg protein)
P. mirabilis GN79 〉3200
E. c oli AS226-51/pP旺Pl〉3200
E. coli AS226- 51/pP且P2〉320O
E. c oli AS226- 51 1_ 6
〉3200 25
〉3200 3. 2
〉3200 1. 6
6. 3 0. 8
100 o.30
1. 6 o. 72
1.6 o.58
0. 8 〈0.001
A;L;lq!a.mn?S…｡怒芸汲去nm%e1.昌o芸重刑芸n霊琵≡£吾…官
APC, a打Ipici11in; CPC, ca rbellicillin; CER, c ephaloridine; CEZ, c efaEOlin
▼ J･‾‾‾ー‾ー■''ーー'ー -I-J-‾一 ‾ ■■J ■ V A - V P J ヽJ■ I J U I/ .L I J し一′
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bacte rial cells w as m e a s ur ed
llin as the s ubstrate.
(2) ク ロ ー ンβ - ラクタマ - ゼの 等温怠
ク ロ ー ンの カ ル ペ ニ シリナ - ゼとP･ mirabilis GN79のカルペ ニ シリナ -
ゼ とが同 一 で あ る ことを確認するために ､ pP m9Pl のコ ー ドする酵素の等
電点 とP･ mirabilis GN79か ら調製した酵素の 等電点とを比較した｡ 対照と
し て プラ ス ミ ド性カル ペ ニ シリナ - ゼで ある ､ P･ mirabilis N3/pCS203及
び P･ Du
'
rabi]is N29/pCS229由来の各酵素を用い た o 等電点の検出臥 FR
18419によ る活性鞄色に より行っ た ｡ Fig. ト5 に示 したように､ クロ ー ンと
P･ mir-abilis GN79の酵素蛋白は同 一 の移動度を示し ､ その 等電点は共に
6･ 6 であ っ た ｡ この 等乳 剤ま P. mirabilis の プラス ミド性カルペ ニ シリ
ナ - ゼの 等電点6｡0及び6. 9とは明らかに異な っ た｡
噸 申坤P
pl
l
鵡癖 i- 6.9
1
ー 6.6
】
.I
･
一‡ ー 6.0
1 2 3 4
鵜与615,iC:TftT呈isIZrsleOfr三宝epTm:慧Ii･写l:il緒pfrmTra紙三iN豊学識喜去1 71 > 1 ■ 1 . 1 Y ′･ヽ ′ヽ I ノー■t l r t t l ▲' ヽ ‾′ ‾ー‾【｢-■‾ ー ‾ ‾ ●‾■●‾ ■- ′ ‾ ■ 〉 ′ JE, ヽ ■'■ し′ J '' lI V ヽ･′arid P･ mir abilis N29/pCS229o-I a nisoele ctic foc u sing gel.
Tle ba cterial cellextr a cts were s ubje cted to is oelectric
fo c u s阜ng gel･ Tle β - 1actam as e a ctivity on the gel yra sdete cted by
spr aylllg a Chr o m ogenic cepllalo spo rirl,Flモ18417･ The isoele ctric PII
valtle SOf the respe ctive ca rbenicil illaS e S ar eindicated at the
碗7t90plf;ull㌫lePh冒,Lop?:r,li･b?'lTsmGe対等呂㌣盲asl三振mliLaE･b;?三孟3S筑豊吉3;lalle 4, P. mir abilis N29/pCS229.
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第4節 加レペニシリナ-ゼ遺伝子の舶性
P･ mirabilis GN79 の染色体D NA分画か らカル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子の
ク ロ ー ニ ングに成功したo しか し ､ カルペ ニ シリナ - ゼ遺伝子が艶色体上
に ある と い う直接的な実証はなく ､ 決色体DN A分画中の 混入プラスミ ド
D N Aによる可能性が否定で きない ○ また既知のカル ペ ニ シリナ - ゼは全
て プラ ス ミ ド性で あるこ とか ら､ P･ n u
･
rabilis GN79のカル ペ ニ シリナ - ゼ
も プラ ス ミ ド支配 で ある可能性も完全に否定できない . そこでまずP. BIL㌣
aもilis GN79の保有するプラス ミ ドの検出を行っ た ｡ プラス ミドの調製は
Kado法に より行 っ た｡ Fig･ ト6 に示
-
L,た ように､ アガロ - スゲル電気泳動
の 分離パ タ ー ンか ら3種のプラス ミドの存在が明らかにな っ た. しか し､
これら の プラ ス ミ ドを E･ c oll
'
TGlに形質転換して も ､ ア ン ピシリン耐性
は観察され なか っ たo
次にサザ ン ハ イプリダイ ゼ - シ ョ ンにより､ P. miz･abilis GⅣ79カル ペ ニ
シ リナ - ゼ退伝子 の局在を調べ た｡ カルペ ニ シリナ - ゼ遺伝子が染色体D
N A､ また はプラス ミドD N Aの どちらに局在するのかを､ pP 耶9Pl由来
の 2･ 6kb D N A断片をプロ ー ブとして行っ た ｡ ハ イプリダイゼ - シ ョ ン条
件は1ow stringe npyで行 っ た○ 結果を Fig. ト7に示 した｡ ブロ ー プは染色
体D N Aとの み相同性を示 し､ 3種の プラス ミドD NA の泳動位置にハイ
プリダイゼ - シ ョ ンの バ ン ドは観察されなか っ た｡ 以上の結果からP. mira
bills GN79 のカル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子 臥 染色体D N A上 に存在する こ
とが確認 され た ｡
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the chromo s omal and pla sJnid I)NAs fro mthe P. mir abilis GN79
c ells.
Ecd u- dige sted DNAand nativ eI)NAwere ele ctropho r e s ed in
an aEarOS egel(0. 7X)and the n s ubje cted to So uthe rn
hybridizatio n u sing the gene pr obe latx31ed n on
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the chr omo s oJnal DNA dige sted vith Ec戚Ⅰ; lane 3,the n ativ e
pla smid DNAs; lane 4,the plasJnid DNA digested with Ec戚Ⅰ.
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那節他のβうクタマ-ゼ遺伝子との相同性
P･ mirabi]is GN79カル ペ ニ シリナ - ゼと他菌種の産生する代表的クラス
Aβ - ラクタ マ - ゼとの遺伝子相同性を調べ た. 以下 の菌株か らtotal D N
A を調製し ､ プロ ー ブとしてpP 耶9Pl の2･6kb D N A断片を用い てサザン ハ
イプリダイゼ - シ ョ ンを行な っ た ｡ 使用薗株は､ P. a e mginos a1937E/RPL
ll(PSE- 1 カル ペ ニ シリナ - ゼ)3 1､ p･ ae [ ugin os a1973E/R151(PSE-2 0Ⅹ
A‾ ty pe ペ ニ シリナ - ゼ)3 2､ p･ aerugino s a1920E/Rms149(PSE-3 カルペ
ニ シリナ - ゼ)16 ､ p･ a e r ugino s a1559E/pmG19(PSE- 4 カルペ ニ シリナ -
ゼ)2 0､ E･ c ol 川 L1410/RGN14(T 担卜1type ペ ニ シリナ - ゼ)33, 3 5､ E. c oli
mL1410/RGN238(0ⅩA-1 ty peペ ニ シリナ - ゼ)3 3, 34､ p. vulga ris GN76快 色
体性 ペ ニ シリナ - ゼ)36及び K･ pn e umo niae GN69(染色体性ペ ニ シリナ -
ゼで あり ､ TE氾- type に類似)2 3･ a7 ･ 3 8である ｡ Fig. ト8 に示 したように ､
GN79カル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子プロ ー ブ は P. mirabilis GN79 の D N Aと
の 糾 剛司性を示 した ｡ プラ ス ミド性カル ペ ニ シリナ - ゼを産生する緑膿菌
D N Aとも ､ 柑 剛生を示さなか っ た｡ 以上の結果から ､ P. mirabilis GN79
カ ル ペ ニ シリナ - ゼは新タイ プの カル ペ ニ シリナ - ゼと考えられた｡
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那節 PQ m l
'
r abl
'
1l
'
s臨床分離釦NAとの桐性
P･ mirabl
'
lis GⅣ79カル ペ ニ シリナ - ゼが艶色体支配で あることは第4節
で 明らか にした o P･ mirabilis GN79カルペ ニ シリナ - ゼが､ P. mirabilis
の 薗種特異的β - ラクタマ - ゼで あるかどうか を検討した｡ P. Du
･
rabilis
臨床分離株の D NA を 剛 ､て ､ GN79カルペ ニ シリナ - ゼ遺伝子の P. air
abilis菌種内で の分布をハ イプリダイゼ - シ ョ ンに より測定した.
1) コ ロ ニ ー ハ イ プリダイゼ - シ ョ ン
Fig･ ト9 で示 したようにP･ mirabilis臨床分離株 ､ 78株に対して2種の ブ
ロ ー プを用い て ､ コ ロ ニ ー ハ イプリダイゼ - シ ョ ンを1o wstingencyで行
つ た. ブロ ー プ① はpPn79P2からAc cI消化に よ っ て切り出した1.Okb D N A
断片でGN79カル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子を含むo プロ - プ②は pCF-101から
PstI ＋SalI消化に よっ て切り出した1.2kbで Citroba cto rfT e undii GN346
の frd B遺伝子 を含む｡ なおfrd(fumarate r educta s eenzym e)はオペ ロ
ン を構成し ､ グラム陰性腸内細菌で は艶色体性β - ラクタマ - ゼ遺伝子と
近接またはオ ー バ ー ラッ プして位置することが知られて い る25｡ 使用した
P. m l
'
rabilis歯株の性質は第1節に示した｡ 対照として ､ P. mir abilis GⅣ
79
,
C･ fre u ndiiGN346, E. coliTGlを用い た｡ Fig. 1-10に結果を示した ｡
プロ ー ブ②を用い た時､ P. mirabiliぶ株は E.占oliやC. fr e undii8こ比べると
弱い が ､ 全て の菌株に対し相同性が観察された ｡ それに対して､ プロ - プ
①で はP. mirabilis GN79とのみ しか 相同性が観察されなか っ た｡
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2)サザ ン ハ イプリダイゼ - シ ョ ン
プラス ミ ド性カ ルペ ニ シリナ - ゼを産生するP･ miTabilis N3/pCS203,
P･ mirabilis N29/pCS229､ カル ペ ニ シリン感受性P. mimbilis 8菌株､ お
よび P･ mir abilis GN79 からそれぞれtotal D N Aを調製し､ 前述の プロ
ー ブ①を用い て サザン ハ イプリダイ ゼ - シ ョ ンを行っ た｡ 使用菌株の性質
は第1節に示 した . Fig. i-11で明らかの様に ､ ブロ ー プ①はた mir abilis
GN79 の D N Aとの み相同性を示し ､ 他のP. mirabilisD N Aとの相同性は
み られ なか っ た ｡
以上の 結果から ､ P･ n u
'
I
･
abilis GⅣ79カル ペ ニ シリナ - ゼは菌種特異的β
- ラクタマ - ゼ で はな い と判断されるo また臨床分離 P. miLTabilis 78菌
株を調査して も類似の酵素遺伝子が 一 つ も検出され ない ことか ら､ GN79カ
ル ペ ニ シリナ - ゼ は P. mirabilisで も希に存在するβ - ラクタマ - ゼと思
われる ｡
*
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r
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那節考察
グラム陰性菌の ほとん どの菌種抜染色体遺伝子 に支配された ､ 各菌種固
有の β - ラクタ マ - ゼを持っ てい る ｡ P･ vDlgarisはP. mirabilis と同じプ
ロ テウ ス 属で あるが ､ 比較的広い 基質特異性を持つ 薗種特異的β - ラクタ
マ - ゼが確認され て い る 8･ 1 5o p･ vulga rl
'
'
gのβ - ラクタマ - ゼ遺伝子 はク
ロ ー ニ ングされ , 塩基配列の決定が既に行われ ､ クラスAである ことが知
られ て い る41 ｡ 一 方 P･ mir abilisは菌種特異的β - ラクタマ - ゼとして ､
カル ペ ニ シリナ - ゼを産生すると考えられて きた｡ しか し ､ 著者の知るか
ぎり では ､ P･ mir abilisの染色体性β - ラクタ マ - ゼはGN79カル ペ ニ シリ
ナ - ゼ以外は報告されて い ない ○ 今回 P. mimbilis GN79カルペ ニ シリナ
- ゼが艶色体支配 で ある ことを実証したが ､ この遺伝子が 加 ir abilis菌
種内に 一 般的に分布して い ない こ とを､ コ ロ ニ ー ハイプリダイゼ - シ ョ ン
により確認 した o P･ mirabilisの ペ ニ シリ ン剤感受性菌から, β - ラクタ
マ
- ピを産生す る耐性変異株が分離されない ことも ､ 実験的に確認して い
る o これらの知見より ､ GN79決色体上のカル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子は この
菌種外から来た外来性遺伝子 であると推定される｡ 一 つ の可能性としてP.
mirabilisは Salmonella typhimu riu mのように､ 菌種特異的β - ラクタ マ
- ゼ を持た ない 菌種で あることが考えられ る 2 5｡ sin clairはPSE- 4カル ペ
ニ シリナ - ゼ遺伝子を持 つ トランス ポゾン Tn2521が緑膿菌染色体上に安
定 に保持されて い る ことを報告してい る 5 5｡ p. miLTabilisの カル ペ ニ シリ ′
ナ - ゼ遺伝子 も ､ この ようなトラン ス ポゾンに担われて いる可能性が考え
らオ1,る ｡
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第2章
P. m l
'
rabl
'
1l
'
s GN79染色体性カルペニシリトゼ
遺伝子の塩基配列の決定
第2章 P. m l
'
T abl
'
1l
'
s GN79染色体性加レペニシリナ-ゼ
遺伝子塩基配列の決定
緑膿菌またはP･ mirabilis由来のプラス ミ ド性カルペ ニ シリナ - ゼや他
の代表的β - ラク タ マ - ゼと ､ P･ nu
'
rabilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼと
の遺伝子 D N A間の ハ イプリダイゼ - シ ョ ンによる相同性は観察されなか
つ た (第1章) ｡ サザンハ イプリダイゼ - シ ョ ンでは塩基配列の相同性が
低い もの は検出できな い が､ 全塩基配列とア ミノ酸 一 次配列の 決定に よ
り ､ 塩基配 列が既 に明らかにされてい るβ - ラクタ マ - ゼとの類似性の比
較を定量的に行う ことが可能である ｡ そこで P. mir abilis GN79カル ペ ニ
シリナ - ゼ遺伝子 の塩基配列を決定した｡ これ によりP. mimbilis GN79カ
ル ペ ニ シ リナ - ゼの起源の推定が可能と思われ る｡
またβ - ラク タ マ - ゼ に 臥 触媒括性に関与する括性中心構成ア ミノ酸
が保存され てい る 7｡ これらのア ミノ酸の中に は ､ 酵素の基質特異性に関
与するア ミノ酸残基も含まれる と推定され る o カルペ ニ シリナ - ゼ 臥 カ
ル ペ ニ シリ ン を特異的に分解するの で ､ 活性中心構造がカルペ ニ シリン分
解に有利な構造 になっ て い ると予想される ｡ この様なア ミノ酸残基を調べ
るために ､ 既知の 多くのβ - ラクタマ - ゼの ア ミノ酸 一 次配列と ､ P. mi㌣
abilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼの ア ミノ酸 一 次配列を三次元構造を考慮
して並べ て 比較を行 っ た o
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第1節材料と方法
本章で用い た実験材料および実験方法は下記の 剛 であ
で用い た
”
材料と方法' ' に重複する もの は省略レ怒｡
〆
Ilヽ
r
1) 実験材料
る｡ なお､ 弟1章
a)試薬
7-de aza Sequ enas ekit は 口SB.(United Sta 細 Bioche mic al Co rp.)
:
I
f ･:
より購入 した ｡
した｡
b) 培地
複合培地
肉 エ キ ス
酵母 エ キス
ポ リベ プトン
NaCl
ブドウ糖
キロ シ ー ク ェ ンス 用デレ - シ ヨ.封キッ トは宝酒造より購入-'i.
4g
log
12g
. 5g
lg /L pf17.4
菌の大量培養に用 い た｡
2) 実験方法
a) オリゴD N Aの合成
塩基配列決定の ために ､ 配列に特異的な*･甲ゴDN Aを合成しプライマ
ー として 用い た ｡ オリゴD N Aは Applied 恥syste m s社D N Aシンセサ
イザ ー 恥de1 381Aを用い て自動固相ホスホア ミダイ ド法で合成した｡ 合成
5 0
オリゴD NA 約 1ml にア ンモ ニ ア 水 1mlを加えて密栓し ､ 55
｡
cで10時間
以上イ ン キ エ ペ - 卜して保護基を除去した｡ 窒素ガスで ア ンモ ニ アを除去
後 ､ 凍結乾燥し ､ 乾固物を滅菌蒸留水に溶解した｡ 冷却遠心(18,000Xg,4
｡
C,5min)で不溶物を除去後､ 叫 anol沈殿で D N AをBl収した｡ 回収D NA
は TE bufferに溶解し ､ 260nm の 吸光度を測定し ､ 1 0 D26. - 40pg/ml
として D N A溝度を決定した｡
b)塩基配列決定法
塩基配 列の決定は dide o xy chain I
.
ter min atio n法(サンガ 一 法) により
行 っ た 5 6｡ 遺伝子 クロ ー ンプラス ミ
,
ドを RHase 処理後 ､ ア ルカリ変性処
理し ､ これ を鋳型として 用い た｡ RⅣa se処理はD N AをTEbuffe r 50州こ
溶解 した後 ､ RNase A(2･ 0喝/ml)を終浪度10pg/ 州こなるよう加え ､ 37｡cで
30分間イ ンキ ュ ベ - 卜した｡ RNas e反応後､ 20%ポリ エ チ レングリ コ ー ル
6000(PEG 6000)/2･5 MaClを 30糊口え ､ 氷冷下で 1時間以上放置した｡
遠心(18,000×g,4
o
C･15皿in)によりD N Aを回収した｡ ア ル カリ変性処理
はD N A溶液18川こ2 =aO日2plを加え室温で5分間放置し､ 割こ5n酢酸ア
ン モ ニ ウム 9pl及び coldethano1 110plを加え -80
｡
cで10分間以上放置
後 ､ 遠心(18,000･Xg･10min,4
o
C)でD N Aを回収した｡ D N Aを慕溜水に捧
解後 ､ 削3 u nive r s al primerある い は 阻3 r e v ers epri血e rをD NA 掛申
長反応の プライ マ ー として用い て伸長反応を行 っ た｡
D NA の分離は 20c m x40cm 冗 O･35m mの 6%ポリアクリルア ミドゲル
- 8m尿素ゲル ､ VE- 2型泳動槽(宝酒造)を用い て行っ た ｡ 泳動条件は200.OV
l･ 5時間及び4時間 ､ 泳動 buffe r8まTB陀 用い た｡ 泳動後､ ゲルは固定液(
10%メタノ ー ル ー 10% 酢酸)で15分間処理し､ 水中に15分間放置後乾燥
し ､ 室温 でオ ー ト ラジオグラフ イ - を行ない D N Aの バン ドを娩出した｡
Ⅹ線 フ イ ルム は Eodak X-Omat RPfilm XRP-1を使用した ｡
･ TBE buffe r : 89m姓Tris- Borate
,
2m班EDTA
5 1
c) β- ラク タ マ - ゼの 精製
プラ ス ミ ド保持菌培養液 4 Lを用い て既報の方法2 1･ a5で精製した｡ 複
合培地C M 30yl/ml含有) 中で37
o
C 一 夜培養した菌液100mlを複合培地 4
L に接種し ､ O D620 - 1･ 0となる まで振返培養した ｡ 遠心集菌 (8,000Xg,
4
o
C
,
5min)後､ PBS-ng buffe r で菌体を洗浄した . 菌体を 50mn Na- Pho sp
hate buffe r(pB7･0)に懸濁し､ フ レンチプレス で水冷下菌体を破砕した ｡
遠心(13,000Ⅹg,4
o
C,30min)により兼破砕菌体を除去後､ 超遠心 (耶TAC HI
85H270Tロ ー タ ー ､ 180,000×g,4
o
C,1時間)上清を回収した ｡ 超遠心上帝を
10m艮 Na- Pho sphate buffer (pB 5. 7) で透析後 ､ 同 buffe rで平衡化した
C M- Sephade x C -50カラム( ¢=2. 4 X 40 cm)にβ - ラクタマ - ゼを吸着
させ ､ 0･6比 NaClで step wise法により酵素を溶出した ｡ 活性 ピ ー ク画分
を10m比 酢酸ア ン モ ニ ウム(pH 7. 0)で透析後 ､ 凍結乾燥した. 凍結乾煉試
料を100Tn Na- pho sphate buffe r(pH 7. 0)に溶解し､ Sephade x-G75カラム
(¢-1･2× 100 cm)でゲル ろ過を行 っ た ｡ 精製酵素は SDS- PAGEで単 一 の蛋
白バ ン ドを示す こ とを確認した ｡
d) N 末端ア ミノ酸配列の昧定5 7
β - ラクタ マ - ゼの精製酵素溶液(0.06帽 PrOtein/ml)をアク リル アミ
ドゲル ビ ー ズ (み ずぶとりくん;ア ト - ) により10倍濃縮した｡ 濃縮酵素
をSDS- PAGE電気泳動後､ tr a n sfer buffer中で10- 20分間ゲルを平衡化し
た ｡ イ モ ビロ ン膜(把ILLI-PORE, PVDFmembra n e)は 5 - 10ml m ethan o1申
に1 - 2秒浸した後 ､ meth- an o1除去の ために膜を5分間水中に浸し､ 次い
で tr 弧 Sfe rbuffe rで平衡化した ｡ 転写装置はゲルメンプレン転写装置ES
- 8440G也丁塾 (マ リソ ル産業)を用い た｡ ゲル とイモ ビロ ン膜を tr an sfe r
bufferで浸潤した ス ポ ンジにはさんでカセ ツ テ中に入れ ､ 定電流192mA で
2時間転写を行な っ た｡ 転写後､ 膜は水中に10分間浸し､ その後染色液で5
分間染色をした ｡ 脱色は脱色液中で5 - 10分間行ない ､ 風乾した｡
･ transfer buffe r: 25m捜Tris base,192mm Glycine,
5 2
15%比ethan ol(pB8. 3)
･ 染色液: 0･ 2%Co o m a s sie blu eR-250 in 45%Eethan o1 and
lO%ac etic a cid
･ 脱色液: 90%nethan o1,7%a c etic a cid
イモ ビロ ン膜に転写さ れたβ - ラクタ マ - ゼの蛋白バ ン ドを 2 X 4mmの
大き さ に切断し ､ Ga s s-Pha se -Sequenc er(Applied Biosystems 恥de1 477)
に よりア ミノ酸配 列の決定を行 っ た｡
e)SDSポリア ク リル ア ミ ドゲル電気泳動 (SOS- PAGE)
La e mliの 方法 に従 っ て行っ た 5 8o 酵素試料は同量の s a mpュe bufferを
加え ､ 100
o
C,3分間加熱処理して用い た｡ 12%アクリルア ミ ドゲル (75X
95× 1 m m) 及び マ リ ソル の垂直型ミニ ス ラ ブ電気泳動装置を使用し､ 25mA
定電流で室温にて泳動した o 固定 ･ 漁色を次の3段階で行 っ た後 ､ 10%酢
酸で脱色した｡
①25%isopr opa noト0･025% c oma s sie brilliant blu e-10%酢酸, 20皿in
②10%isopropan oト0･ 0250/9 C O Oma S Sie brilliant blue-10% 酢酸､ 20min
③0･ 025% c o omassie brillia nt blu e-10% 酢酸, 20min
● Sample buffer:I 0･ 5出Tris -BCl 12.5ml,10%SDS 20. 0皿1,
β- mer capto etbano1 5.Oml,glyc e r ol 10. Oml,
0. 04%bro皿Opben ol blu e
･ 泳動 buffer: Tris 3･1g,glycin e14.4g,SDS 1. Og/1L(phs. 4)
f) 蛋白質の 定量法
Low ryらの 方法に従 っ て行 っ た 5 9｡
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那節塩基配列とアミ)酸一 紙列の決定
塩基配列決定の戦略はFig･ 211に示した o pPm79Plの2.6kb断片を ､ 制限
酵素 (EcoRI･HindIII,HincII,Rs aI,PvuII)で切断後 pHSG398にサブク ロ ー
ニ ン グしたo 適当な制限酵素部位がない 部分は､ pPW79P2か らデレ ー シ ョ
ンキ ッ トによ り deletion 皿uta ntを作成した｡ 得られたサブクロ ー ン塩基
配列は ､ 7-de aza Seque nas ekitで決定した｡ また塩基配列決定を確実に
す る ため に ､ 17- me rと19- m erの 2つ の合成オリゴヌク レオチドプライ マ ー
を使用したo その対応位置臥 塩基配列上の133- 149および205- 223であ
る ｡
Fig･2-2に示すように 1247塩基を決定した｡ この配列中には894塩基か
らな るオ ー プン リ ー ディ ングフ レ ー ムが1 つ あ っ た ｡ ATGコ ドンは塩基配
列の 312か ら3148こあり､ stopコ ドンは 1206 から1208に存在した . β - ラ
クタ マ - ゼ に共通に見られる活性中心モチ ー フ ､ セリン ー Ⅹ - X - リジン
が確認 された ｡ オ ー プン リ ー デ ィ ングフ レ - ムの上流には大腸菌の コ ンセ
ンサ ス配列との相同性から ､ S- 硝己列とプロモ ー タ ー 配列が同定された ｡
グラム陰性菌の産生する β - ラクタ マ - ゼは分泌酵素であり､ 細胞質内･
で合成された後 ､ シグナル ペプチ ドにより細胞質膜を透過して ､ 細胞質膜
と外膜の間の ペ リプラズム空間にm ature e nzymeとして放出される｡ P. mi-
rabilis GN79カ ル ペ ニ シリナ - ゼも ､ シグナル ペプチドを持っ と考えられ
る ｡ その ため酵素精製を行な い ､ その精製酵素からmature e nzym eのN未
満ア ミ)酸配列を決定した ｡ N 末端決定法 臥 第1節に述べ た方法で行っ
た｡ その結果(Fig･2- 2)､ シグナルペプチ ドは Eetを1番目t L たとき､
28番目の Alaと29番目の Thrの 間で切断され る ことが明らか とな っ た｡ 従
つ て ma･ture e n zymeは 270ア ミノ酸より構成され ､ 分子量は29,657Daであ
る ｡
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那節他のβうクタマ-ゼとのアミ)酸一次配列の比較
P･ mirabilis GⅣ79カルペ ニ シリナ - ゼと他のβ - ラクタマ - ゼ ､ あるい
杖 ペ ニ シリン結合蛋白の 一 つ で ある D,D- c arbo xy peptida s eとの 間の系統
発生的関連性を調べ るために ､ それ ぞれ のア ミノ酸配列の相互比較を行 っ
た ｡ 比較は コ ン ピ ュ ー タ ー により行い ､ 相同配列が最大になる様にア ミノ
酸配 列中にギャ ッ プを入れた . Similarity- matrix table(Table2-1)とし
て比較結果を示 した . 相同性はアミノ酸配列の類似性パ - セントとして表
した ｡
比較は以下の酵素を用い た｡ クラスAで はグラム陰性菌のプラス ミド性
のTE凸型ペ ニ シリナ - ゼ ､ 緑膿菌由来プラス ミド性カル ペ ニ シリナ - ゼ､
P･ mir abilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼ1 P. vu]garis 染色体性β - ラクタ
マ - ゼ ､ グラム 陽性黄色ブドウ球菌のペ ニ シリナ - ゼ ､ クラスCではグラ
ム陰性菌の C･ freundi旗 色体性セフ ァ ロス ポリナ - ゼ ､ クラスD ではプラ
ス ミ ド性オキサシリン分解型 のペ ニ シリナ - ゼ ､ 及び Strept町C e Sの D,D
-
c arbo xy peptida seである｡
P･ mir abilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼ はクラスAに対して30% 以上の相
同性を示した が ､ クラスC およびクラス別こ対する相同性は1% 以下であ
り ､ クラスAに属するこ とが確認された｡ クラスAの 申では ､ プラス ミド性
β - ラクタ マ - ゼ である T民放-1
,
SBV-1
,
PSE- 3
,
PSE- 4との相同性が高く ､ 46
- 49%だ っ た ｡ PSE-3,PSE- はGⅣ79と類似した基質特異性を持つ カルペ ニ
シリナ - ゼで あるが ､ カ ルペ ニ シリン を放とんど分解できないTEH型β -
ラ クタ マ - ゼと比 べ ､ GN79との相同性に差異が見られなか っ た｡ またP. m -
ir abilisと同じプロテウス 属で ある P. vul&arisの決色体性β - ラクタ マ
- ゼとの 相同性 は ､ TE把-1などの グラム陰性菌プラス ミ ド性β - ラクタマ
- ゼとの相同性よりも低く ､ 40%だ っ た｡
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那節保存性アミノ酸残基蛸徴
13種の β - ラクタ マ - ゼとD
･
D- c arbo xy peptida seの ア ミノ酸 一 次配列
を S･ a ure u sPClペ ニ シリナ - ゼと C･ fre u ndi柁 フ ァ ロスポリナ - ゼの結
晶解析に よる三次元構造を考慮して 対応させ た(Fig. 2-3)｡ 一 番上が P. n,-
irabilis GN79カ ルペ ニ シリナ - ゼで ある o 以下ク ラスA,7種類､ ク ラスD,
3種 臥 ク ラスC･2種類及び D,D- ca rboxy peptida s eで ある｡ これらの酵素
全て に保存さ れたア ミノ酸残基をオ レンジ色､ クラスAで保存されたア ミ
ノ酸残基を緑色､ でそれぞれ示した ○ 全ての酵素に保存性されたア ミノ酸
領域 はク ラスタ ー を構成 し､ 8ヵ所あ っ た｡ これはJo ris ら により提唱され
た 7つ の保存性ア ミノ酸 bo xと 7､ sDⅣ配列(クラスA)あるい は YA帽己列
ク ラ スC) として知られて い る保存性領域で ある｡
P･ mirabilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼのSer- Thr- Phe -Lys tetradはア ミ
ノ酸配列の4岨 ､ら 捌 こあり､ ほとん どのクラスAβ - ラクタマ - ゼの対応
す る配 列と同じ配列であ っ た(box II)｡ この配列は活性中心モチ ー フとし
て 知られ ､ 先頭のSer残基はβ - ラクタム環閲裂によ っ て生じるアシル基
が共有結合する活性中心ア シル化部位である ｡ 従 っ て本酵素のSe r- 4は 活
性中心ア シル化部位と決定された｡ その 他の保存性領域はBox IがGly-20,
Asp-25･ box IIが Tyr∵柑･ box IVが Lys- 85, box Vが Glu-141, bo xVI
がTrp-185 であり ､ 多くのクラスAβ - ラクタ マ - ゼと同 一 であっ たo B. 冗
VI
'
Ⅰは塩基性ア ミノ酸､ OHr基を持っ アミノ酸とグリシンで構成されるtria
d である o ク ラ スA,C,Dβ - ラクタ マ - ゼで は ETGまたは ESGが共通に保存
され て い る ｡ しかし､ P. mir abilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼのtriadは RT
G(Arg-209,Thr -210,Gly1 211)であ.り ､ 今まで に知られて い 削 ､新しい モ チ
ー フだ っ た ｡
5 9
P
.
nlirabJ
I
LL
I
E GN79
PSE-4
PSE-3
TJl
'
d-1
SlⅣ-1
IR 打-1
S. a u r e u s
P. vtl)8aT J
I
s
OX ムー2
O且九-1
PSE-2
C. fE･etzDdii
E. c olJ
'
D,D-c a rtx)xyJX!pt,ida s e
V G- -
V G- -
P P- -
L T- -
L A一 -
l. Ⅴ - -
V G - -
L T- -
^ M- -
W M - -
A l- -
W RG I
W NG I
V M SH
4)
Q - - -
Y - - -
A- --
S 一 - -
A 一 - -
A- - -
E - I . -
K - - -
DA G A
D AB T
E T GV
D AT A
D A】 A
QL V D
B
L
L
L
L
L
L
L
i
F
L
G
G
L
V
L
V
V
V
V
L
V
A
A
G
G
G
α 2
50
ACA N
A CA K
SCA A
L C G A
LC G A
L C G A
N S AI
A V A A
H T L F
L S LM
N ^ I)
N GV L
T G V L
S AV V
(α ;
T L
T I
A F
V L
V V
V L
A I
V AT
I P
I A
I P
T F
T F
S Fi
g
T
B
40
I( SN ER F P L S
N G N QR FPL T
RG D E JミFP L N
R P E E R F P M M
R A D E R F P M M
R A D E R F P M V
N S D K R F A Y ^
R G E 瓦R FA M A
R S K KR Y S P A
K CA TQM A P D
R AS K EY L P A
T QQ TL F EL G
T Q QT LF E LG
TT T DR F R V G
- ー ー - ”
- - - -Y
- - -QH
- - - S F
- - - A W
- - -A W
- - - K F
- - - T Y
V F DP V
-F JVK A
- -D LA
- - - 1V
- - - -V
- - 一一Ⅰ
R WE
Y W D
T W-
I Ll∃
T L T
T I- A
E V-
Q I -
D RA
E I A
C A T
30
T GIく
N G E
S GL
S G Iく
S G R
N GR
S GJ(
D NS Q
- QA D
TJl^ E
S KS C
N Nll P
K KQP
T G R A
■
L E
T Q
T D
L N
LA B
L A
T R S
T7( D
ER
A S T
S S
I A
I A K
RA T
β2
- -
D- -
- -
ML V F
A Q- -
T N -
90
- - - - - - + - - - - 一- - l l- - I - - - - l l - -- - K KGM S L
二= = = = = = = = == = = = 二= = 二= = = = =諸手己能
- - - - - - I- - - I l l- - - - 1 - - - - 1 1 1 1 -D G M T1
- - I - - ‾ - - - - - -- - - - - - - - - I -- - - - K D] T I.
- - - - -I - - - - - I -- - - - - - - - - I - 1 一- -T GM -r L
- - - 一- - - - 一一- - 1R N ST V W V Y EL F AK E I G D D-L ‾`‾ ‾ - ‾‾‾‾‾- - ‾‾J - ‾‾‾‾- -‾ - - JくJI El‾1‾V W V r Ji L. Y A rLJ51 U L)J)
‾ ‾ - ‾‾‾- - -- - - - - - - - - - - - -- Q F S V V W V V SQ E I TQK T RT. ”
二 丁 二 T T ｢
‾
T ｢ ｢-- - - - 一- - - - - l l -QV S A V PV FQ QI AR E V G- E V
S L L HL A T YT - - - - A G GL P LQ- - Ⅰ‾p D D J TJ)K ATATL L Lt F YQN WQ
T L LH L A T Y T1 - - -A GG L P LQ - -V P D EV K S S SD L L RF YQN WQ
S R S G L Y D-Y T N I) M F A O T V P r. F F. .q V R N F( V ITR Y C)n l. T rP T..q r.br H rT.S G LY D D Q T V P G ES V R N J( V F S YQD L IT L S LJくHd(α 5) (α 6)
150
V P G
Kl. G
T P G
∫ Plヾ
L P G
L P G
S P K
1LIL G
E A
E G
E A
E.A
E A
E A
Y Y
T A
E:R N N(コ L T li:
F- - - I- - -
E A Y GL K - -
E AY G V K･
T I王QT V S W A茸
T RLDR
芋RRtB巨
T RL D R
T RL D R
T R LD R
T NPVR
Y R L l) R
T SN G-
- - - G-
--- G GI
V S PGQ
V S PG A
- - G AL.
D T - -
I( 広一 -
D K - -
I7 D1 -
N V … -
NV - -
K V- -
V T- -
PS - -
FS - -
1S - -
G K PV
G K A V
E A G-
P H V
A V H V
rl. _. -.- _
ーーーーD
一一- -D
- - - -D
- 一- -D
I - - -D
- l l- D
- - -- D
- - - -D
- - 一一D
- I - - D
- - --N
Y R- -E
Y R--E
Y LT PD
萱蔓j
α ⊥
L E ^ V TN ^モ;T E L G A 只
E QD V K AIEV S L S A只
D LA V TQEJ∃T T LQA R
L V K V Kl)A ED Q L G A R
L EQI K L S ES QL S GR
L I‡Q TK QS I王SQL S G fモ
ー K E LN D L BK K YN AH
E 尽QI. N TLJiK Y SQG R
D W RK F S一 丘 FQI -A K
A S P LF - - E G
r
r E - l l
W N KE F SA I弓A VN - - I
AV A )l YE GK P Y FT
A V A VI Y QG KP YY F'l'
M V RV D DN G TI HQl, S
( β1) ( β2)
岳曇
βOX
T七
1 E
T E
Tt‡
S E
S E
L E
T E
D L
T P
T L
T G
T A
T V
- -Ⅴ
- -V
- -V
- -V
- - V
- -Ⅴ
- -∫
一--I
- -Q
- -H
- -l一
ーーl一
- -L
D Zl l
1
‾ ‾ ‾ ‾ ー‾‾ ‾ ‾ ‾ ‾‾‾‾ - - - - - - - - - - T D S V
一 ‾ ー- - ‾L- ‾‾- - - - -- ‾ ‾ ‾ ‾ ‾ ‾ ‾ K FQQV
ー ‾ ー‾‾‾‾ ‾ ‾- - ‾‾‾‾- - - I- - - - - T G IL
- ‾‾ ‾ ‾ - ‾ ‾- - ‾- - - - I -- - - - - - -1J P E T
- - ‾‾‾- I -‾ ‾ - I - ‾‾- - - - - - -- -S P QP
- I - I- NN N T J
- -Q E G T L一三 R S
- S ^ S T D I S TV
- - -S I TE NT S
L MQE Q AI PG M
L 】 EQ QK I PG M
L- -SQGA P GA
BO呈
S NL V
A D LV
T ∧Lv
N 】)LV
QD L V
Ql) L V
L) i) lV
S l) LV
-=･一F ^
- -M I…
- -M K
- -V T
70
R FS E
E I K K
P IE R
HY S Q
H YR Q
tl Y RQ
1-l I N K
T I K K
V
V
1
】
I
I
V
I
R V
S T
QA
R R
RIく
Iu ミ
K K
K N
60
- -R V D LG lくE R I D
- -D A EQG K V NP N
- -QA D R H K L MI王
- -R V D A GQEQL O
- - R V D A G D EQL E
- - RV DA G L E Q LD
- - Q VP Y N J(一 - L N
- - A S E KQ ∧ G LL D
I F R W DGV NIIG- I
1 FK W l) K T P KG- -
V F K W DGK P R A- -
- - RG E I K LS D - -
- - R G E I KLSt)一 -
- -TiG K L D L L)A- -
llD
a 5
】20
a 6
J 3 0
^ ^N F Z I, QA I GG P K Al+ T1 -- K F LR S IG - - I -‾ - -‾ ‾ - - - ‾‾‾--- I
AA N I I- S V^ G GP K G VT- - -D F LRQI G- I- - I - - - I - I - ‾- I---
～
AA NL A L D AI G GA R TF T
- - -^ F M R SIG- -‾ ‾1 - ‾‾ - I - - I - -‾ ‾ -
^A N L LLT T I G GP lく且 LT- - - A F L l-1N MG - - I- - I
- - - - ‾‾‾‾-I.- -
AA N L I- L T AV G GP A GL T
- - -A F LR Q IG- I- - ‾ ‾ - I一 l - - - - - -.‾ ‾
^ G N L L L ^ T V G GP AGl. T
- - - Å F L RQi G- - ‾‾ ‾ ‾ ‾ - - ‾‾- I -- - - -
A N N K I 1 K EI G GI KK VQ - - -R - L K E L G- I- - - ‾ - ‾‾‾‾- - ‾‾‾‾‾
A I N KI L l)Y L G GP ^ KV T
- - - QF AR S T N- - ‾ ‾ - ‾ ‾ ‾ ‾- - - ‾‾‾‾
_ ･ー_ l■ _ _ __ _ ー 一･----･････一----一-- - - 一一-･一-I- -- I- --
1 - I - - - - --‾一 一 -.- 一 -.- -
_ - --- ---一一- 1--I--I-■- - --l-- - l --- -一-･- ■-- - ･････---- --･--- - -･･一 - - - ‾J - ー‾■ー‾
_ _.-I - I.◆ _..._ .l_- ” -___▲ I I - - - -- - - --=- -･･--- - - -
- - -･▼- - -J - ---- - -
s IG L. F G∧ L A V t( PS GM S Y E E∧M T R R V LQ P LKl一 ^ l･Z T W I T V PQ S】王
S I G I. F G^ L ^ VIく P SG L SFl王Q^ MQT RV F Q P L K L N H T W I NV P PA E
NF V V^ G M L I EK L TG II S V A TE YQN R I F
r
r P L N L T D T F YV H PD T V
(α 7) (α 8)
Q KN - YA WG
E IくN--YA W G
1 P G TI-1 A N G
D - - 一- -
G - 一- - -
D- - - - -
G一- -- -
G - - - - I
G - - I - -
D- I - -
tT- 一- - -
R V E tlQR
K NS A IE
S KE NQL
K A DS I I
N P D SI I
S CG- --
(a
1.V K D L M I V EA G-RN
も門苛左琶望丁首相宝主旨”.;隻
l N G S D S KV A L A AL PA
NG SD N K I AL A AR PV
200
- V PS
- L. P ^
- L P R
-I+ P A
IL P A
- L P P
-V P K
-Lp K
-L PF
- L P V
-L S A
ヾW PL
⊃W PV
R R J)L
L F R K G-
L L R S V-
L L R AG -
L L R 【; A
L I R ≡; Ⅴ-
L I R ≡; V-
L IKl)G -
S 】 K A G
Y G L G I- R RR
)0
E V G DA
QVT G N
QV Å DA
KV A GP
R VA G P
R V A G P
K S G DT
T T G DN
R NE - -
N I N- -
L N K- -
M YQ(】L
M YQG L
s
(閃宇y
I9()
N E
N
D
D K
D R
D R
N K
N T
Y R
I N
Y L
D tV
Dh/
N S
G
N
G
A
D
1)
N
G
L
1
L
G
G
V匝蔓
240 之50 260 270
T T E T D A S F E E R N A V l Å K I G EQ I A K T V L M E N S R N
甘絹写実丑喜㌶琶空言崇指会与苫琵柑tsl宝乙芸EX工芸忌日sR
TD GS Q^ T M D E R N RQI A E I G ^ S L I K H W
L RD T P A S M A ERI･IQ QIA G I G ^ AL I E H WQR
L R D T P A SM ^ 7i: R N Q H l ^ G I G Qlミ
N K D NK-S D KPN D Z(I. ) S E T A KS V M K EF
FT Q QE QD A K Y RK D I I A K AA E IV T K E I S N SP QT K
T P NR MD I)L F K Iト-EA I V R A IL R SI EA LP PN P A V N SD AA R
v F V S^ L TGN L G SN L T S SI K ^ K N A T 7 L. N
'
r L N L
F F^ FN M D ] D N ESK L PL R K SI P T K T M ES G l 】G G
l〉 N PV R V l王∧ ∧ W R ] I- F. K l. Q
P N P ^ RV D ^ ^ WQ J LN Al. Q.
N V NV LN T M A R
-
r l. E SA l～ C GK I)T T
･
.(a ユ ∑)
ー Y
- Y
- Y
-Y
-Y
-Y
- T
-Y
IJ)
-Y
-Y
-Y
- Y
-N
R Y
R Y
Q Q
A Q S
A Q S
A QM
A L N
Q QL 且S
K K L E S
N E LT Q
Q Ql一 I D
RQL L Q
Q QL LQ
K F l-1- D
QQ l+ V T
EQI AF
EQI QIJ
N QV EF
Q GI E L
QG T Q L
- A AQ L
(比 l o)
180
S R
NQ
ATミ
S R -
S Q
S Q Q
N K K F l
Q R
A Q E
P E E
A V
I-Q
L Q
- -
S I K
S EM
S AP
T LÅ
BA R
S Afミ
S Kl三
GQS
- - S
- - S
- -ら
E K T
E K T
義
Q
T
Q
D荘 F
DQK
Nl; lJ
R
K
V
I
I
鍋
D Y TT P IA M V
'
r TL E KL L I D I王 TL
t) T1
' T P t( A J ^ S
r
I
.
i. N K F L F G S A L
D T T｢
■
P I A A A R S LQ T L L LD G V L
D T TM P A A M A TT LR KL I- T G EL L
D TT T PA SM A^ T L RK LL T SQ R L
D T T TP ASM A AT LR K L. L
'
l
.
A QllL
DT S T PA A F G KT L N K L IA N GK l-
D
-
r T SP I A Jd AK S L Q A LT L GD A L
E G S LA I - - - - - - -- - - - I - - -
E SS L K 】- - - - - -I - - I - - - I
E G Q LR l1 - I - - I - - 一- - - -- -
- S S V ID M A R W VQ AN M DA SllV Q
--S T ) ED M A R W V Q S Nl. K PL D I N
ーR
-Jミ
IR
- R
--R
-Iミ
ー K
-R
W I
W L
W L
D K- -
D L一 一
D A- -
D E- -
D A- -
D A- -
S K- -
DP- -
Q T G A ^ VJ S S TQD LDT FF S ^ L M S GQ LM S
(α 9)
β4 β5
220 230
A G GY G SR A I T Å V MW.P P NR K P I VA AL- -
A G G F G AR S I T A VV WS E HQA P 7 IV S I- -
A G GHG S R S I 】 A VV W P K R S A V TV A I- -
A G E RG SRG 1 1 A ALW P D GK P SR I V VI- -
A G ERG A R G I V A L L G P N N K A E R I VV l- -
A G E R G^R G I V AL l. G P DG K P E R 7 V V l一-
A I T Y A S RM DA VF V Y P KG QS E P I V I. V I F
S GD YGT
'
rN D I A V I W P E N LIA P 7 L V- -
E G RM G- - - - - - -W W VG W V t王W P TG SV F F
^ G F T ^ N R T LQN G W F EG F J IS K S G II K- -
S G V G
■
r ti: S N P G V ^ W W V G W V J7:K ti:Tti:V - - I
丁 G GF G SY V ^ F V P f3: K N l+ G I V M l- A N K S- -
T G G F G S Y V ^ EP I P E K EL G IV M I. ^ N K N- -
V Q GY Y
'
r Y ^ 1T^ SK D GQ^ TI VT ^ L.A N TS- -
Fig･ 2-3.AlipJn eTlt Of the aJ]iJIO a cid s equ enc e s of P-1a cta nses and J),D-¢ 肝 bo xypeptidB S e.
The c9n Se r Yed a min o a cids aLr ebo xed. β-1actBLn S e abbre viatio ns iud their refe re nc e s
ar egl Y e nin the lege nd to Table 2
-1
. a-Ⅰ7elic 朗 aLnd β- str aJlds iLre abbr eyiated a s
孟招ePc･. rfe S.vP%d!iy eplさIa:d&eFJ 浩孟怒sn sa記だ(凱tuh,ee u畠aant wde W.”監Pc-恕慧写
the ali伊m ent by a hori210Jltal lille.T he a miLIO a cids co ns er ved in allthe β-1a c 血 s e s
a nd J).D- n rLx)xyJX!ptida s e a reindicated bg or aJq =e C olo u r. a nd the a nin o a cids foLnd o nly
in the clas sA ♂- 1a ctaEaS eS are illdic ated h9 gT¢e n c o一 ur.
保存性領域の 中でBo xVIIだけが他のク ラスAβ - ラクタマ - ゼと異な っ
て い た の で ､ この付近の ア ミノ酸配列を ､ 他のβ - ラクタマ - ゼと比較し
た (Fig･2-14)o Box VIItriadの第1ア ミノ酸は Lysか tlis であるが ､ 前
述の 様にP･ mir- abilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼでは Argである｡ 最近､
緑膿菌由来の プラス ミ ド性カルペ ニ シリナ - ゼで あるPSE- 4でも､ Argで あ
る こ とが報告され た 64｡ この領域はペ ニ シリン剤の母核 3位カルポキシル
基との 相互1fF用が推定され る部位であり1 1､ この ア ルギニ ン残基はカルペ
ニ シリナ - ゼ の基質特集性決定に関与する 可能性が考えられる｡
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那節考察
カル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子で全塩基配列決定がされたの 臥 緑膿菌由来
の カル ペ ニ シリナ - ゼだけであ っ た○ 今 臥 初めて P. mir abilis由来のカ
ル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子の塩基配列を明らかにすることができた｡
P･ mirabilis GN79カ ルペ ニ シリナ - ゼと緑膿菌由来カルペ ニ シリナ - ゼ
との ア ミノ酸配列の相同性は特に高くなく ､ 最も 一 般的なグラム陰性菌の
プラ ス ミ ド性TE斑塾β - ラクタ マ - ゼとほぼ同じで あ っ た. P. mirabilis
GN79カ ル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子が外来性である可能性を､ 第1章で示唆し
たo プラス ミド性β 一 ラクタ マ - ゼ はトランスポゾン としてプラス ミド間
を伝播したもの が多く ､ その タイプが異な っ ても構造遺伝子のfla nking
r egio nに しば しば共通の類似配列を持っ ことがある 7 1｡ しかし､ 本遺伝子
の5
'
flanking r egio nの塩基配列を既知の プラス ミド性β - ラクタマ - ゼ
の それ と比 べ ても ､ プラ ス ミド性β - ラクタマ - ゼ に特有の配列やトラン
ス ポ ゾン様の配列は観察されなか っ た｡
P･ mirabilis GN79カルペ ニ シ 7)ナ ー ゼの ア ミノ酸 一 次配列上の 一 つ の特
徴は､ 保存性の ア ミノ酸 bo xVIIに見られた｡ 全てのβ - ラクタマ - ゼ
で Box VIIはア シル化部位 Ser残基から 一 次配列上 ､ 大きく離れたC末棉
近く に位置して い る｡ 最近報告されたS. a ure u sPCl ペニ シリナ - ゼの 三次
元構造 によると 1 1･ 1 2､ bo xVIIは基質のア シルア ミド結合とア ンチパラ レ
)L,なβシ ー ト上 にあり､ 立体的にア シル化部位Se r残基の近傍に位置して
い る o また この βシ ー トは活性中心ポケッ トの 一 部を構成して いる｡ tri
ad の第1 アミノ酸残基の 塩基性側鎖は活性中心ポケッ トの内側に配向して
おり ､ 基質の カル ポキシル基と塩橋を形成し ､ 基質結合や加水分解反応を
促進する と推定さ れる ｡
Bo xVIIの triad第1 アミノ酸は ､ い ずれも塩基性の アミノ酸であるこ
とか ら ､ こ の部位が塩基性で ある ことが ､ 酵素触媒機能に必須と考えられ
6 2
る ｡ クラ スCβ - ラクタ マ - ゼであるC･ fr e undiiセ フ ァ ロ ス ポリナ - ゼの
Ⅹ線結晶解析か ら 14 ､ box VIIの Lysは ele ctro static ancho ,として静電
場を提供し､ β - ラクタム母核3位カルポキシル基と相互作用をする こと
が推定されて い る｡ さらにC･ fr e undit7 フ ァ ロ スポリナ - ゼにおい て ､ こ
のLys残基を部位特異変異導入 によりArgtこ置換した結果が報告された 7 2｡
それ に よる とAlaやGlu置換体で は活性がほとんど消失したのに対し､ Arg
置換体で は活性の残存が確認された ｡ この結果は先の推定を支持するもの
で ある ｡ 更に ､ ク ラス A T且牲塾β - ラクタマ - ゼでも この部位のArg置換
が ､ 酵素触媒反応 の遷移状態の安定化に働くことが報告されてい る 9 0｡
また P･ mirabilis GN79カルペ ニ シリナ - ゼ ､ PSE- 4カル ペ ニ シリナ - ゼ
の box ･.VIIの 第1ア ミノ酸はと 如こArgであ っ た｡ この 一 致は､ この塩基
性ア ミノ酸残基が基質特異性決定に関与する可能性を示唆して い る｡ Ar舌
は Lysに 比べ て ､ 高い p払と大きい側鏡を持っ ため､ 活性中心ポケッ.トの
静電環境と形状に影響を与えて ､ それが基質特異性に反映されたと考えら
れ る ｡
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那章
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s N29由来Rプラスミド､
pCS229の加レペニシリナ-ゼ遺伝子の
クロー ニングと塩基配列の決定
第3草pQ ml
'
rabl
'
1l
'
s N29由来Rプラスミド､
pCS229 のカルペニシリナ-ゼ遺伝子の
クロー ニングと塩基配列の決定
P･ mirabilis N29は 1978年に臨床分離された ､ ア ンピシリン ･ カルペ ニ
シリ ン高度耐性株で ある｡ カル ペ ニ シリナ - ゼを産生し､ その遺伝子はR
プラ ス ミ ド､ pCS229上に存在する3 6. ･p. mir abilis GN79カルペ ニ シリナ -
ゼはア ミ ノ酸 一 次配列において ､ 緑膿菌由来のカル ペ ニ シリナ - ゼとの高
い 相同性が見られず､ こ のカルペ ニ シリナ - ゼ遺伝子の系統発生的位置は
依然不明である ｡ pCS229カル ペ ニ シリナ - ゼは､ 緑膿菌由来カル ペ ニ シリ
ナ - ゼと同様 に遺伝子 はRプラス ミ ド支配で あるが､ 宿主域杖P. mirabil-
isに 限られ ､ この 菌種に特異的なプラス ミドである . 同 一 菌種に存在する
2種の カル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子の塩基配列や酵素ア ミノ酸配列を比較す
る こ とに より ､ これらの カル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子の起源や系統発生的関
連を推定で きる と考えた ｡ そのためP. miL･abilis N29/pCS229カル ペ ニ シリ
ナ - ゼ遺伝子をク ロ ー ニ ングして ､ 塩基配列を決定し､ その推定ア ミノ酸
一 次配列を明らか にする ことを試みた ｡
6 4
第1節材料と方法
本章で用い た実験材料および実験方法は下記の通りである｡ なお ､ 第1
章 ､ 第2章で用い た
' '
材料と方法
‥
と重複するもの は省略した｡
1) 実験材料
a) 使用菌株
接合伝達実験 には re ciepie nt としてナリジクス酸耐性を杵つ E. c oli
nI,1 410(met, h al, F
-
)を用い た ｡
b) プラ ス ミ ド
β - ラク タマ - ゼ遺伝子をクロ ー ニ ングする ためのクロ ー ニ ングベクタ
ー として ､ pHSG298を用い た40｡ ptlSG298はカナマ イシン (K M) 耐性マ ー
カ ー を持つ pUC系のプラ ス ミドベクタ ー で あり ､ p8SG398と同様に1acZ領
域に M C Sを有する ｡
c) 抗生物質
ナリ ジクス酸 は第 一 製薬より分与された｡
d) 培地
菌種同定には ェ ンテロ チ ュ ー ブⅠⅠ(日本ロ シ ュ)を用いた ｡
2) 実験方法
a)菌種同定
エ ンテ ロ チ ュ ー ブに菌を接種し､ 37
o
C,24時間培養後の結果をCo皿pute r
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Codins and lde ntific ation System による解析プロフ ァ イルにより解析
し ､ 保存菌株の菌種再確認を行っ たo
b) β- ラクタ マ - ゼの精製
pCS229カル ペ ニ シリナ - ゼはP･ mirabilis N29/pCS229菌体より抽出､ 精
製した ｡ OD 6 10 - 0･6の培養薗液を集薗した｡ 酵素精製は ､ 弟2章のβ -
ラク タ マ - ゼの精製と同様に行 っ たo 但し､ C M s epbade xC-50イオン交
換ク ロ マ トグラフ ィ - で 臥 gradie nt法により0-1 M aCl直線勾配で酵素
を溶出した｡
6 6
弟2節 pCS229の性質
P･ mirabilisの プラス ミド性カルペ ニ シリナ - ゼは P. miITabilis N29/
pCS229カル ペ ニ シリナ - ゼ ､ P. mirabilis N3/pCS203カルペ ニ シリナ - ゼ
の2つ が知られ て い る 36｡ い ずれもR プラス ミド上 に遺伝子 が存在する｡
緑膿菌の プラ ス ミ ド性カ ルペ ニ シリナ - ゼ遺伝子 臥 宿主域が緑膿菌に限
られた プラス ミ ド上 に存在するこ とが知られ て い る｡ P. mir abilisの これ
らRプラス ミ ドも ､ P･ n u
'
ITabilis特異的なプラ ス ミドで ある可能性が考え
られ る o また P･ mir abilisプラス ミドの カル ペ ニ シリナ - ゼと､ 染色体性
のP･ mirabilis GN79カル ペ ニ シリオ - ゼとの遺伝子を比較すること 臥 カ
ル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子 の系統発生的関係を明らか にする上で興味深い ｡
pCS229及び pCS203が ､ P. mirabilis8こ特異的なプラス ミドであるか を明
らか にするため に ､ E･ c ol 此1410を宿主 に用い て耐性形質を指標にプラス
ミ ドの安定性を調べ た｡
pCS229(Fig･ 3-1)はD N Aサイズ 115kb である と報告され ､ ア ン ピシリ
ン ､ ス ト レプト マ イシン ､ ス ルフ ァ メラジン (サルフ ァ剤) ､ ク ロラム フ
ェ ニ コ ー ル ､ 8gC12の耐性遺伝子を保持し､ 接合伝達性を持つ ことが既に
報告され て い る 2 4｡
一 方 ､ P. mir abilis N3/pCS203は1978年に臨床分離された､ ア ンピシリ
ン ･ カ ル ペ ニ シリン中程度耐性株で ありカル ペ ニ シリナ - ゼを産生する｡
カ ル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子 はRプラス ミ ド pCS203上 に存在する . pCS203
の D N Aサイズ は 117. 5kbで ある と報告さ れ ､ ア ン ピシリン ､ ス トレプト
マ イ シン ､ ス ル フ ァ メラ ジン ､ ク ロラム フ エ ニ コ - ル ､ カナ マイシン ､
I･lgC12に対する耐性遺伝子 を保持 し､ 接合伝達性を持つ 24｡
接合伝達のdo no rである P. mirabilis N29/pCS229及び P. mir abilisN3/
pCS203を それぞれ0. 2mlずつ 培養し ､ これをre ciepent E. coli nL1410の
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菌液O･2mlとそれ ぞれ混合し ､ 37
o
C
,3時間静置培養した｡ 培養菌液をア ン
ピシリン 50帽/ml,ナ リジクス 酸 50帽/ml含有マ ツ コ ンキ ー 培地に塗布し
37
o
C 一 晩培養した ｡ 得られた trans c o njugant 杖それぞれ 5mlの H Iプロ
ス中で培養した ｡ 24時間と48時間後に菌液を適量採取し ､ ア ンピシリン25
帽/ml含有培地と 薬剤無添加培地プレ ー トに1プレ ー ト当たり500- 1000
cellsを塗布し､ 37
o
C 一 晩培養した｡ 培養後の コ ロ ニ ー 数を両培地プレ ー
トで 測定し､ 薬剤無添加培地に対する薬剤含有培地の コ ロ ニ ー 数比で安定
性を表した(Table3- 1)｡ その結果､ 薬剤触添加培地で pCS203は 72時間後
で もE･ c oli 乱1410でほぼ安定に存在
.
してい るが ､ pCS229で は 24時間後に
8まとん ど脱落して い た o これらの結果から ､ pCS229は宿主域が P. mirabi-
1isに 限定され るP. mirabilis特異的なプラス ミドと考えられる｡
以上 の結果から ､ P. mir abilis GN79染色体性カルペ ニ シリナ - ゼとの比
較にはpCS229カル ペ ニ シリナ - ゼを用い て ､ ク ロ ー ニ ングを行う ことに し
た｡
叫 PCS229
F.ig･ 3･
-1･ Ag(w os egel elecLr opllO r eLic separ ation of
l′he flCS2?.!)I)r7A.
1l]ef
･
teJ pLal.e (1 X aga L･ oS e) wa s
.
staj･fled with etl.idiunl〃･omi(1e artel. 鵬 elecLr ol)hore sIS･
r
l-1edete cted pla s mid】)f･f^ is iTldic aしedby allalT OW.
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Table 3-1
Stability of pCS203 and pCS22g in E. colicells
strains c ultivatio npe riod(hr)
24 48
E. coli nL1410
/pCS203.
E. c oli 放I,1410
/pCS229
9苧瑞2 9字8串ioo
1
(
9/2)56 1(1甥7
The numbe r of c olonie s r e sist ant to aJnPicillin
against the n u mbe r of c olonie sfo und on the dr喝
fre e plate are pre s ented･ The n Ⅷber in par enthesis
indic ates the r atio expr es s ed by the perc entage.
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第3節 加レペニシリトゼ遺伝子のクロー ニング
pCS229カ ル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子のク ロ ー ニ ングを行っ た｡ pCS229は
100kb以上 の大き なプラ ス ミドで あり､ プラ ス ミ ドD N Aの単離調製が困
難で あ っ た ｡ その ため菌体より全D N Aを調製し ､ Sa u3AIで部分切断後
ハイ コ ピ ー ベ クタ ー で あるpHSG298の BaDilI部位に組み込んだ(Fig.3-2)｡
クロ ー ニ ングベ クタ ー にカナマ イシン耐性を持つ pHSG298を用いたの は､
pCS229がク ロ ラム フ ェ ニ コ ー ル耐性を持つ ため､ 同じ耐性マ ー カ ー を持っ
pHSG398が不適切なためである. 組換えプラス ミドを E. c oliTGlにトラン
ス フ ォ ー ム して ア ンピシリン含有培地で選択し､ 1. 6 kbの挿入断片を持 つ
pP比29P2を得た ｡
全菌体D N A からク ロ ー ニ ングを行 っ たの で ､ 1. 6kb挿入断片が pCS229
に 由来するか 確認す る必要がある ｡ この1.6kb挿入断片をプロ ー ブとして
用い ､ pCS229プラ ス ミ ドD NA に対して､ サザン ハイプリダイゼ - シ ョ
ン を行 っ た(Fig1 3- 3). その結果 ､ プラス ミ ドD N Aの位置にのみ相同性
が観察され ､ pm29P2の挿入断片が pCS229に由来することを確認した｡
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第4臥加レペニシけ -ゼ遺伝子の大腸菌における発現
pPm29P2 の大腸菌での薬剤耐性発現を調べた ｡ E. c oli AS226-51にpPh29P
2を形質転換し ､ その準剤耐性を P. miL･abilis N29/pCS229と比較した｡
Table 3- 2 に示す ように ア ン ピシリ ン ､ カル ペ ニ シリン に対して ､ P. mira-
bilis株 と同程度の耐性 レベル を示 した ｡ セ フ ァ ロ スポリン剤に対する耐
性 レベ ル も大き な差異がなか っ たo
次にク ロ ー ン の カルペ ニ シリナ - ゼとP. mir abilis株のカルペ ニ シリナ
- ゼ とが同 一 で ある ことを確認するために ､ それぞれの酵素の等電点を比
較した ぴ その 結果ク ロ ー ンの等電点は 6. 9で あり ､ P. mirabilis株と同 一
で ある こ とを確認 した(Fig.3- 4).
これらの 結果か ら P. miT･abilis N29/pCS229カルペ ニ シリナ - ゼ遺伝子
の ク ロ ー ニ ングに成功した ことが明らか にな っ た｡
Table 3- 2
Susceptibility of P_ mitTabilis N29/pCS229and E. c oli AS226152
c arrylng the clo ned m rbenicillinase ge n eto β1a ctaJDS
ぬcterial str ain s 且IC(pg/ml)
APC CP CER CJEZ
P. mirabilis Ⅳ29
/pCS229
E. c oli AS226-51
/pP姓29P2
E. coli AS226-51
1600 〉3200 25 6. 3
3200〉3200 12.5 3.2
1.6 3. 2 1.6 0.8
APC
, anpicillin; CPC, n rbenicillin; CER, c ephaloridin e;CEZ
,c efaz olin
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那臥加レペニシリトゼ遺伝子塩基配列およぴアミ)酸一紙列の
決定
pPn29 P2 の 1. 6kb挿入断片の塩基配列を決定した ｡ 塩基配列決定の戦略
は Fig. 3- 5に示 したo 制限酵素(HincII,EbaI, Sa u3AI) 切断によりサブクロ
ー ニ ングを行い ､ 適当な制限酵素部位の ない 場合はデ レ ー シ ョ ンキ ットに
よりサブクロ ー ン を作成 した｡ 塩基配列を完全に決定する ため に ､ 7つの
合成オリゴプライ マ ー を用い た ｡ プライマ ∴ を用い た部位杖､ Fig.3-5に
示 した ｡･ プライ マ ー は全て17me rで あり､ 塩基配列の194- 208､ 332- 348,
396- 413､ 540- 556､ 844- 860､ 952- 968､ 974- 990に それぞれ対応して
い る . 塩基配列は ､ 両方向か らオ ー バ - ラッ プするように決定した ｡
1260塩基を決定し､ その結果をFig. 3-6に示した ｡ その塩基配列中に288
ア ミノ酸を コ ー ドする オ … プンリ ー ディ ン グフ レ ー ムが存在してい た｡
ATGコ ドン は塩基配列の232- 234､ Stopコ ドンは TGAで 1096- 1098 であ っ
た . オ ー プン リ ー デ ィ ン グフ レ ー ムの上流には大腸菌の コ ンセ ンサス配列
との類似性か ら ､ プロ モ ー タ ー 配列とS- D配列が推定された｡ セ 1)ン ー Ⅹ
- Ⅹ - リジン の活性中心モチ ー フの存在も確認された ｡ N末端アミノ酸配
列の決定旺第2章と同様に精製したmature en zymeを用い て行ない ､ Hetを
1番目とした時 17番目の Alaと18番目の Se rの 間で切断されることが明
らか とな っ た｡ これにより ､ matu re en zymeは271 アミノ酸より構成される
ことがわか っ た｡ 8つ の保存性ア ミノ酸領域は､ 下記の位置に存在した ｡
Box Iは Gly-24, Asp- 29､ box IIは活性中心でありSer -48, Thr- 49, Phe
- 50
,
Lys - 51､ box IIIは Tyr- 83､ bo xIVは Lys -89､ SI)N配列は Ser- 108,
Asp-109, Asn-110､ box V は Glu-144､ bo xVIは Trp-188､ box VIIは Arg
- 212
,
.Ser - 213,Gly- 214｡ Box VII以外の保存性ア ミノ酸は他のクラスAβ
- ラクタ マ - ゼ と共通だ っ た｡ boxVIの第1 ア ミノ酸はP. mir abilis GⅣ79
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カ ル ペ ニ シリナ - ゼと同じ Argであ っ た｡
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第6節考察
pCS229は接合に よりE. coliに伝達でき るが ､ 伝達頻度は4.2 × 10- 7であ
り ､ pCS203の伝達頻度 (3.2 ×10
‾ 3)より顕著に低い ｡ pCS229杖 P. miraか
Iis に おい て は安定で ある が､ E. c oliを宿主 とする場合は非常に不安定
で ､ 薬剤非添加癖地中で24時間培養する ことにより98%が脱落した｡ 一 方
pCS203は ､ P. mirabilis,E. c ol かずれを宿主 としても安定なプラス ミ ド
で あ っ た ｡ 以上 の観察結果杖､ pCS229がP. miTabilisを宿主域とする この
菌種に特異的なプラ ス ミ ドである こ七を示唆して い る ｡ しかし ､ 伝達能を
持つ こ とからpCS229上の耐性遺伝子が ､ 他菌種に容易に伝播することが予
想され るo
他の β - ラク タ マ - ゼと比較した時 ､ pCS229カルペ ニ シリナ - ゼの ア ミ
ノ酸 一 次配 列の特徴は保存性ア ミノ酸領域 bo xVII にあり ､ それ杖 Arg-
Ser - Glyで あ っ た ｡ P. mirabilis GN 79カル ペ ニ シリナ - ゼは Arg-Thr- Gly
で あり ､ box VIIの第1 アミノ酸は同様に Arg が保存されて いた｡ 第2章
で述べ たように この第1 アミノ酸残基が Argで ある ことは､ カル ペ ニ シリ
ナ - ゼの特徴の 一 つ であり ､ カル ペ ニ シリン分解の基質特異性決定に ､ こ
の保存ア ミノ酸領域が関与してい るとい う推測をさらに支持するもの であ
る ｡
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第4章
pCS軍29加レペニシリナ-ゼと
他の如ペニシリトゼとの類雛
第4章pCS229加レペニシリナ-ゼと
他のカルペニシリナ-ゼとの類縁性
β - ラ クタ マ - ゼの基質特異性､ 等電点は従来β - ラクタマ - ゼ分類法
の基準と して 広く用い られて きた｡ また酵素抗血清を用い る分類も特異性
が高い こ とが知られて い る ｡ しかし近年､ 分子遺伝学の 発展に伴い酵素を
遺伝子 レ ベ ル で分類する ことが行わ叫るよう にな っ た｡ この方法により､
従来より客観性の高い 分類を行う ことが可能にな っ た｡ 本章では､ P. mi-
rabilis由来のカ ル ペ ニ シリナ - ゼと緑膿菌由来のカル ペ ニ シリナ - ゼの
系統発生 的頬縁性を従来の基準に加え ､ 遺伝子塩基配列､ ア ミノ酸 一 次配
列より推謝した ｡
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第1節材料と方法
ここで用い た実験材料と実験方法杖､ 抗血清による酵素阻害実験以外は ､
第1章で述べ たもの と重複するので省略した｡ 抗血汚による酵素活性阻害
は､ Takahashiら によ っ て報告された測定値を引用した2 1･ 24｡
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第2節 加レペニシけ -ゼ蛸性
P･ mirabilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼ､ pCS229カルペ ニ シリナ - ゼを含
む 6種の カル ペ ニ シリナ - ゼの諸性質を比較した｡
基質特異性と抗血清によるペ ニ シリナ - ゼ活性阻害をTable 4-1にまと
めた ｡ P･ mir abl
l
lisの産生するカル ペ ニ シリナ - ゼは､ いずれもア ンピシ
リ ン ､ カル ペ ニ シリンに高い加水分解活性を示し､ セ フ ァ ロ スポリン剤に
対する 分解活性は低い ｡ PSE-1,PS正一 蛸 同様の基質特異性を示す｡ PSE- 3は
他の カル ペ ニ シリナ - ゼ と比べ て ､ 高いカ ルペ ニ シリン分解活性を持っ ｡
P･ EZirabilisカル ペ ニ シリナ - ゼはいずれも緑膿菌カルペ ニ シリナ - ゼと
類似した基質特異性を示す ｡
pCS229カル ペ ニ シリナ - ゼ抗血清2 4により抗原pCS229カル ペ ニ シリナ -
ゼの活性が100% 阻害さ れる条件下で ､ pCS203カルペ ニ シリナ - ゼ ､ PSE-
1､ PSE- 4カル ペ ニ シ リナ - ゼも顕著な活性阻害を受ける ｡ しか しP. mirab-
ilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼと PSE-3カルペ ニ シリナ - ゼは､ 放とん ど
活性阻害を受けな い . 6種の カルづニ シリナ - ゼは互 い に､ 基質特異性が
頬似して い るが ､ 免疫化学的性質で は二群に分かれる｡
次に ､ これら の酵素の等電点を比較した(Fig. 4-1)｡ P. nu
'
r abilis GN79,
pCS229, pCS203(Fig. ト4)の産生する酵素の等電点 杖それぞれ 6.6
,
6.9,
6･ 0 であり ､ PSEll, PSE- 3, PSE- 4 の等電点はそれぞれ 5. 7, 6.9, 5.3で
あ っ た ｡ PCS 229酵素とPSE-3酵素の等電点は同じ6.9を示した ｡ しかし免
疫化学的性質が両者で異なるの で ､ 蛋白化学的に杖互 い に異なると考えら
れ る ｡
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Table 4-1
Comparis o nbetwe en ca rbenicillina s e sfr oJnP･ mimbilis uld P. a e r曙ino s a strains2 4
So urc e of ca rbe nicillin a s e Substrate pr ofiles
a I 血ibit o n of
c a rbeniciI1in as e
Ape CPC CER CEZa ctivity
h ( %)
p' mir abilis
鞄望岩喜9 圭書芸圭軍
3
s lg2 く喜 180豊
P. ae mgin osa
1937E/RPLll
1920E/RJnS149
1559E/ 蛸G19≡
PSlト1
PSE-3
PSIト4葺
114 100 14 3 91
114 170 10 ND 4
114 105 15 4 93
a APC･ a mpicillin; CPC, c artx)nicillin; CER, c ephalo ridine; CEZ, cefazolin;
NI)
,
not deter mined.
Rates of hydr olysis of the fo ur s ubstrate s ar expr e s sed in pe r c e nt of
hydrolysis of ben zylpenicillin.
b The e nzym einhibit o nby the antise r u m ag inst P. BZirabilis Ⅳ29/pCS229
c arbe nicillina s e are expre s sed by the pe r c entage.
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弟3節他の加レペニシけ -ゼ遺伝子との相同性
カル ペ ニ シリナ - ゼ中には遺伝子塩基配列やア ミノ酸 一 次配列が未決定
の もの もあり ､ これらの配列による相互比較が出来ない ｡ そのためこれら
カル ペ ニ シリナ ー ゼ遺伝子塩基配列の相同性による類縁性を測定するため
に ､ pCS229カル ペ ニ シリナ - ゼの構造遺伝子をプロ ー ブとして用いた ｡ カ
ル ペ ニ シリナ - ゼ産生菌を含むクラスAβ - ラクタマ - ゼの全D N Aに対
して ､ この プロ ー ブを用い てサザン ハ イプリダイゼ - シ ョ ンをlo w stri‡卜
gencyの条件下で行っ た(Fig. 412)｡ その結果､ 同プロ ー ブはpCS203, p斑G
19(Ps尼- 4)に相同性を示し ､ RPIJll(PS正一1)にも弱い ながらも相同性を示 し
た ｡ P. mirabilis GN79やPSE-3 のD NA には相同性を示さ なか っ た｡ これ
に よりpCS229カ ル ペ ニ シ リナ - ゼ遺伝子は ､ pCS203カルペ ニ シリナ - ゼ
遺伝子や ､ PSE- 4酵素遺伝子に極めて高い類縁性を持ち ､ PSE-1酵素遺伝子
に も境線性を持 っ と考えられた｡ この結果は､ pCS229カルペ ニ シリナ - ゼ
抗血清に よる活性阻害実験の結果と 一 致するもの で ある｡
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那節他の加レペニシけ -ゼとのアミノ酸一次醐の比較
5種の カ ル ペ ニ シリナ - ゼを含む ､ 9種のクラスAβ - ラクタ マ - ゼの ア
ミノ酸 一 次配 列を比較し ､ 相同性をパ ー セ ンテ ー ジで示 したo 比較には以
下の β - ラク タ マ - ゼ を用い た ;TE吐型および近縁の β - ラクタマ - ゼ (
TEnl,SHVl,LENl)､ 緑膿菌由来カル ペ ニ シリナ - ゼ (Ps尼- 3,PSE- 4,GARB-3
)､ P. mir abilis由来カ ルペ ニ シリナ - ゼ(P. mir abi]is GN79カ)L'ペ ニ シリ
ナ - ゼ ､･pCS229カル ペ ニ シリナ - ゼ)､ P. v ulga L･isペ ニ シリナ - ゼ ､ S. atL-
re u sペ ニ シリナ - ゼ ｡ なおCARB-3は基質特異性では PSE-4に極めて類似
した カル ペ ニ シリナ - ゼであり ､ 等電点の差異(CARB- 3,5. 75; PSE- 4,5. 3)
に よりPSE- 4と分けられて い る 7 3｡
比較結果をTable 4-2に示した o pCS229カル ペ ニ シリナ - ゼは､ P. mir a-
bilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼとは ､ 46% 程度の比較的低い相同性を示 し
た o これは PSE- 3やTE艮型β - ラクタマ ー ゼに対する相同性と旺ぼ同程度
で ある ｡ 一 方 緑膿菌由来の PSE- 4,CARB-3に対し､ 97%の高い相同性を示
した ｡
5種の カル ペ ニ シリナ ナ ゼの ア ミノ酸 一 次配列を ､ 相互の相同性が最も
高く なる様 に pCS229カルペ ニ シリナ - ゼを基準にして並列した (Fig. 4-3
)｡ pCS229カル ペ ニ シリナ - ゼと異なるア ミノ酸残基の みを表記し､ 同 一
の もの は点で示 した ｡ なお､ 酵素の触媒機能に関与すると推測されるアミ
ノ酸残基はボッ クス で囲んだ｡ pCS229カル ペ ニ シリナ - ゼと PSE- 4とは､
Arg16 ぅ Gln, Ser -123ぅ Pr o, Lys -182 ぅ Gln, Ala-249 → Glu, Arg-260
→ Hisの5 アミノ酸が異なり､ CARB-3とは､ Arg-6 → G上n, Se r123→ Pr o,
Phe -171→ Le u, Lys -182→ Gュn, Ar舌- 260→ Hisの 5ア ミノ酸が異なるこ
とが明ら か に な っ た ｡ P. mirabilis GN79カルペ ニ シリナ … ゼと杖､ 271残
基中45残基が異なり､ 互 い に異なる残基は酵素分子全体に分布して い た｡
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Table 4-2 Sim la ritie sl加 w e enthe amil10 a cidseque nc es of clas sA β-1a ctaJnaS e S
F,n 7Jym e T 朋1 SIⅣ1 IJENI PSE3 PSE4 CABB3如s229 GⅣ79 P. v
β -1acI,(Tl m a Se
S11VI
J,F,NI
I)SF,3
PSF,4
C^tlB3
p(:S229
GN
r
T9
P. v
S. a
clas s
A 67.6
A 63.2 89. 1
A 45. 7 49. 0 49.0
^ 43. 4 4 6.5 46.1 46:9
^ 43.8 47
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那節pCS229加レペニシリトゼの系統発生的位置
クラ ス Aβ - ラクタ マ - ゼの Ⅹ線解析による三次元構造の研究等から 11
- 1 3- 7 4
‾ 76 ･ 9 6
､ β - ラクタマ - ゼの 触媒機能に関与すると推測されて い る
ア ミノ酸領域の コ ドンをPSE-4,CARB-3, pCS229カル ペ ニ シリナ - ゼ ､ P. m -
irabill
'
s GN79カ ル ペ ニ シリナ - ゼの 4つの カル ペ ニ シリナ - ゼ間で比較
した o 対照として TE放-1を用い たo .Table 4-3で示す ように ､ 活性中Jbで
あるbox II､ 酵素の触媒機能に関与すると推定される Glu-166､ 全てのβ
- ラク タマ - ゼで保存され ､ 活性中心 の構造維持に関与してい ると推定さ
れ る SD硝己列では 8 4､ 4つ のカルペ ニ シリナ - ゼとTE也-1でほぼ共通なコ ド
ン が使用されて い た｡ 一 方触媒機能と基質特異性に関与すると推定されて
い るbox VIIの コ ドン には ､ 多様性がみ られた｡ Bo xVIIの弟1 アミノ酸
Argの コ ドンは ､ P. miTabilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼがAGA､ pCS229カ
ル ペ ニ シリナ - ゼが CGT､ PSE- 4が CGC､ CARB- 3が CGC であっ た ｡ TE光一1の
bo xVIIの 第1 アミノ酸は Lysで あるが その コ ドン は AAAで あり､ P. mi-
T abilis GN79カ ル ペ ニ シリナ - ゼq)コ ドンと1塩基しか速い がなか っ た｡
また ､ PSE-3 カ ル ペ ニ シリナ - ゼの box VIIの弟1 アミノ酸は Lysで
あり ､ その コ ドン はAAGである6 3｡ こ の ことを考慮すると ､ bo xVII の第1
ア ミノ酸がArgで ある こと杖 , カル ペ ニ シリン分解の基質特異性決定の十
分条件で はない と考えられる ｡
Fig. 4- 4に4種のカル ペ ニ シリナ - ゼ の塩基配列を基に作成した系統発
生樹を示 した7 7｡ 対照としてTEH-1を用いた ｡ 横線披塩基配列の違い の謝
令 ( %)に比例して い る . 緑膿菌由来の PSE- 4,CAR石-3と P. mir abi]is由来
の pCS229カル ベ ニ:i/リナ
- ゼは ､ 類縁性が極めて高く ､ 系統発生的に同
じグル ー プに 属す る と考えられる ｡ P. m l
'
r abilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼ
は ､ これらの カル ペ ニ シリナ - ゼ ･ グル ー プから大きく離れてい る特異な
カル ペ ニ シリナ - ゼで ある ｡
8 8
Tab le 4- 3 Amin o a cids a nd c odoLl u s age in the fo u r c ons e r v ed r egio ns
Cla ss ^ Box II
β-1a cLa ma s e (coIIS e r V ed tetr ad)
SD”s equ e n c e Bo x Bo xVI
V (co nserv ed
(Glu- 1 66) triad)
PS尽- 4
CAI柑-3
pCS2 29
ACT ACT T TT AAAA CT GAで A AT GAG CG C TCA GGT
S T F I( S 1) N 冗 f7 .q r.
ACT AC T TT T AAA AG甘 G Aで 丘ATGA G CG C TCA GGT
S T F 且 S I) N Te 77 .q r_
ACT AC T TT T AAAAG甘 GAで 丘ATGAG CGT TCA GGT
P
･
miTabilis G m 9 AGT AC C TTTAAA A GT GAY 丘AT GA AGA Ac九 G GC
TI柑 1 A GC ACT TTTAAA A GT GAで A ÅcGAA AA A TCT G GA
S T F 且 S DN 且 K S G
AniI10 a cid is indic ated by a ollel leLLer c ode belo 甘 the c o r r e sponding
c odon s･ The β 1 1a cta m a s e r eferellC e S a r egiv e 皿in the legend to Table 4
- 2.
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CAR尽- 3
PS正一 4
pCS229
P. n2ir abilis GN79
TE杜-1
5%diffe r e nc e
Fig･ 4- 4･DeI)drogr am of the llu Cle otide s equ en ce r elatedn e s sof the
･c arbellici11i1aSe and T足技-1 β･-1actaJnaS ege n e s.
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那節考察
P･ mir abilis由来の pCS229カルペ ニ シナ - ゼは ､ 緑膿菌由来のカルペ ニ
シリナ - ゼ PSE- 4 と系統発生的に 同じグル ー プに属することが明らか に
された ｡ 分類学上大きく離れた菌種であるP. mir abilisと緑膿菌で ､ この
よう に極めて頬似したβ - ラクタ マ - ゼが産生されることは興味深い ｡ PS
正-4遺伝子は ､ プラ ス ミ ドpEG19上に存在するが ､ このプラス ミ ドは他菌種
の み ならず他の緑膿菌株 ヘ も接合伝達が見られ ない極めて宿主域の狭い プ
ラ ス ミドである 5 5, 78｡ カルペ ニ シリンの臨床使用後 ､ わずか数年で緑膿
菌にカルペ ニ シリナ - ゼ産生菌が出現した 1 6･ 19｡ これはT 班型β - ラクタ
マ
- ゼで最近発見さ れた 新規β - ラクタム剤分解活性獲得メカ ニ ズム79 -
8 3とは異なる と考えられる｡ このメカ ニ ズムで はT且姓型β - ラクタマ - ゼ
が数残基の ア ミノ 酸置換により基質特異性を拡張して い る｡ カルペ ニ シリ
ナ - ゼは既知の β - ラクタマ - ゼとの ア ミノ酸配列の相同性が45% 程度で
ある の で ､ カル ペ ニ シリナ - ゼ出現以前にグラム陰性菌種に蔓延してい た
TEm型な どの β - ラクタ マ - ゼから ､ 短期間で多くの塩基置換により変換
したとは考え難 い ｡ カルペ ニ シリナ - ゼ遺伝子はカルペ ニ シリンが開発さ
れ る前か ら存在し ､ カル ペ ニ シリンの大量使用により選択的に増加したと
推定され る｡ 緑膿菌は菌種特異的β - ラクタマ - ゼとして､ 染色体遺伝子
に支配 され るセ フ ァ ロ ス ポリナ - ゼ塑β - ラクタ マ - ゼ(クラス C)を産
生する こ とが知られて い る｡ 1 つ の可能性として ､ P. mirabilisからカル
ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子が緑膿菌ヘ 伝達し､ 緑膿菌プラス ミドに固定されて
緑膿菌申で安定に存在するよう にな っ たとも考えられる ｡ 一 方､ 緑膿菌が
も とも とカル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子を持っ プラ ス ミドを保有してい た可能
性も否定でき ない . またP. mir abilis GN79カルペ ニ シリナ - ゼと PSE型カ
ル ペ ニ シリナ - ゼ の遺伝学的関連性は不明で ある ｡
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那章
コンピュ ーター ポリングによる三次元構造の比較
那章 コンピュ ーター ぴリングによる三次元構造の比較
S･ a ur eu sPCl}) ラスAβ - ラクタマ - ゼは既に Ⅹ線結晶解析により､ 酵
素蛋白の 三次元構造が高解像度で明らか にされて い る 11､ 12｡ この 三次元
座標を基に グラフ ィ ッ ク コ ン ピ ュ ー タ ー を用い て ､ ホモ ロジ ー モデリング
を行い ､ P. mir･abilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼ ､ pCS229カルペ ニ シリナ -
ゼ ､ TE姓-1β - ラクタマ - ゼの三 次元構造を構築したo これら三次元構造
を比較する こ とにより ､ ①等電点 と蛋白三次元構造の関連性､ ②カルペ ニ
シリ ン分解括性に寄与す るア ミノ酸残基の推定 ､ を行っ た ｡
9 2
削節材料と方法
(コ ン ピ ュ ー タ ー モデリン グ)
S･ a urez} sPClクラ スAβ - ラクタ マ - ゼの座標デ ー タを基に ､ IRIS 4Dコ
ン ピ ュ ー タ ー および蛋白構造モデリング用ソフ ト､ Qu anta- CHAR h(Poly g-
e n)を用い て 行 っ た ｡
P･ mir-abilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼ ､ pCS229カル ペ ニ シリナ - ゼ､
TE政一1β - ラクタ マ - ゼ は S. aur eu sPClβ - ラクタ マ - ゼと30% 程度の ア
ミノ 酸 一 次配列の相同性しか示さない が(第2章参照)､ 活性中心を構成
する ア ミノ酸領域の相同性が高い こ とから､ 三次元構造は類似してい る と
考えた ｡ そして 既 に結晶解析によt)明らか にされて い る S. a ure u sPClβ
- ラ クタ マ - ゼの 座標デ ー タを基に して ､ ア ミノ酸配列の相同性よりモ デ
リ ングを行い ､ それぞれ の酵素蛋白の三次元構造を決定した｡ まずモデリ
ングを行うβ - ラクタマ - ゼの アミノ酸 一 次配列をS. a w eu sPClβ - ラク
タ マ - ゼと比較して並 べ て ､ 三次元構造を考慮し､ 相同性が最大になる様
にギャ ッ プを入れた(Fig. 5-1)｡ S. a ure u sPClβ - ラクタマ - ゼと同 一 ア
ミノ酸を点で示 した ｡ こ のギャ ッ プを入れたア ミノ酸 一 次配列をモ デリン
グに使用した ｡ 三 次元構造は エネルギ ー 極小化により ､ 最適構造を構築し
た ｡ またⅩ線結晶解析により報告されて い る､ 活性中心構成ア ミノ酸同士
の相互作用や基質との相互作用を考慮して ､ 三次元構造を決定した｡
基質カル ペ ニ シリンの 三次元構造(Fig. 5-2)は ､ ア ンピシリンの結晶構
造の座標デ - タ 99を基にして ､ その構造の相同性から分子軌道法により エ
ネル ギ ー 最適化を行うこ とにより決定した ｡
こ の よう にして 作成した P. mir abilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼの三次
元構造の全体像をFig. 5- 3a,51 3b に示した. 色の濃淡で構造の奥行を表し
て い る ｡ 触媒機能に関与すると推定されてい る括性中心構成アミノ酸Ser -
44, Lys- 47,Glu-1 41,Arg- 209を赤色で示 した｡ カル ペ ニ シリンを黄色で示
9 3
し+ 活性中心 ポケ ッ トに結合した状態で表示した｡ 基質結合モ デリン グの
詳細は後述す る｡
pCS229カ ル ペ ニ シリナ - ゼおよびPSE-4カル ペ ニ シリナ - ゼやT 紐卜1β -
ラクタ マ - ゼ に つ い て も同様に 三次元構造を構築した｡ これらの 三次元構
造の全体像は い ずれも極めて類似して い た｡
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(a)
(b)
Fig. 5-3. Thr e e-diJnen Sional representatio n of the P. D l
'
∫aZ)l
l
)is
GN79 cartx micillin a s e.
(a).The overallstm cture. The active site re sidu e s.
(b).監忠恕st諾:IGi;u;王rngan& 鑑三曾号･.言三r?o怒:TiEyt己計
a ctive sit(ラ.
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第2節 pCS229カルペニシT)1-ゼと細菌楓 PSE-4
の三次元構造の比較
pCS229カル ペ ニ シリナ - ゼ とPSE14臥 ア ミノ酸配列の類似性が 97.6%
で あり ､ 5 アミノ酸残基の差異しか ない が ､ 等電点に は大きな差がみられ
た ｡ pCS229カ ル ペ ニ シリナ - ゼの等電点は 6.9であるがPSE一 朗ま 5.3で あ
つ た ｡ この等電点の差は､ 異なる 5 アミノ酸に原因すると推定され る｡ 異
なる 5 アミノ酸は Arg-6 → Gin, Se r-l署s → Pr o, Lys-182 → Gln, Ala-
2 49→ Glu, Arg- 260→ His(第4章参照)であり ､ その うち荷電の変化を伴
う ア ミノ酸置換は Arg- 6, Lys -182, Ala-249の それ ぞれ Gln, Gln, Gly
へ の置換であり ､ 荷電の 変化は -3であ っ た ｡ これが､ 等電点が 6. 9 から
5･3 と酸性側に著しく移動した ことの原因と考えられた｡ これらの残基の
三 次元構造上 で の位置を推定するために ､ 三次元構造モデルの比較を行 っ
た ｡
Fig･5-4 に基質(カル ペ ニ シリン) を活性中心 に結合したpCS229カルペ
ニ シリナ ⊥ ゼの 三次元構造の全体像を示 した｡ PSE- 4と異なる 5ア ミノ酸
を赤色で強調した ｡ 5 アミノ酸の うち4残基が荷電の変化を伴うア ミノ酸
置換で あるが ､ モ デリングの結果､ 5残基はいずれも蛋白構造の外側の溶
媒接触表面に位置してい た｡ これらの残基は活性中心か ら離れた部位にあ
り ､ 酵素化学的性質に対する影響は低い と考えられる｡ この知見は等電点
の大きな差にもかかわらず､ pCS229カルペ ニ シリナ - ゼと PSE- 4の間の酵
素化学的性質に ほとん ど差が見られない事実と 一 致する (弟4章参照) ｡
更 に ､ 以上 の知見は従来行なわれてきた筆電点の差異に基づくβ - ラク
タ マ ー ゼ分類法は ､ 必ずしも適切で はない ことを強く示唆している ｡
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Fig. 5-4. Three-dim e n sio n al repre s e ntatio n of the pCS229
cartx!nici11ina se c o Ⅱ】ple x yith ca rbeJlicillin.
The fiv e aJni o acid residu e sdiffe ring fr o lnPSJト4 W e re
indicated by r ed c olotlr.Cartx nicilliJI fa siJldic ated bv
yello y c olo ur.
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第3節 P. m l
'
rabl
'
1l
'
s GN79加レペニシ7)1-ゼ
活性中心と基質の舵作用の推定
コ ン ピ ュ ー タ ー モデリ ングにより､ カ ルペ ニ シリナ - ゼの カル ペ ニ シリ
ン分解 に寄与す るア ミノ酸残基の推定を行 っ た｡ カル ペ ニ シリナ - ゼとし
てP･ mir abilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼを用い ､ カル ペ ニ シリ ン分解活性
の低いTE粗- 1と相互の 三次元構造を比較
.
した｡
カル ペ ニ シリン とア ン ピシリンの 三 次元構造を Fig. 5- 2に示 した｡ 静電
ポテ ン シャ ル表面を ドッ トで示し､ ポテンシャ ル の プラス からマイナスの
配向を赤から青まで の色の変化により示した｡ カルペ ニ シリン は 6位側鎖
中にカ ルポ キシル基を持 つ ことが樽徴で ある ｡ ア ン ピシリン ではその位置
がア ミノ基で ある ｡ カル ペ ニ シリナ - ゼはカルペ ニ シリンだけでなくア ン
ピシリ ン に対しても高い 分解活性を示すo 一 方､ TE放型β - ラクタマ - ゼ
はア ン ピシリ ン に対して高い分解活性を示すが ､ カル ペ ニ シリンに対する
分解活性 は1/10以下で ある ｡ こ の2つ の ペ ニ シリン剤の違い は 6位側鏡の
荷電基の み で あ る ことか ら､ こ の側鎖と活性中心構成ア ミノ酸との相互作
用の差が分解活性 に影響を与えて い ると考えられる｡
保存性box VIIとそれ に続くβ - シ ー ト上 のア ミノ酸残基はそれぞれ ペ ニ
シリン剤の 3位カ ルポキシル基および 6位側鎖と相互作用し､ 酵素の基質
特異性に影響を与える領域と推定されてい る85｡ Fig. 5- 5で示したように ･
この 領域のカ ル ペ ニ シリナ - ゼの特徴は bo xVIIの弟1ア ミノ酸がArgで
あ る こと以外に ､ box VII後にア ラ ニ ン - グリシン - グリシンとい う小さ
い ア ミノ 酸で構成される配列(Ala -212,Gly-213,GIS-214)が保存されて い
る ととで ある ｡ TE故-1を代表とするTE比塾β - ラクタマ - ゼで は ､ 3番目の
グリシ ンの 代わり にグルタミン酸が保存されてい る ｡ これらのア ミノ酸が
カル ペ ニ シリ ン分解にどのよう に寄与して い るの か を明らかにする ため ､
1 0 0
酵素基質複合体の モデ リングを行っ た｡ 基質である 加 レペ ニ シリンの β -
ラクタム 母核を ､ 括性中心アシル化部位Serの水酸基が求核攻撃可能な距
離 に配置し､ 水分子をランダムに分散させ た後､ モ レキ ュ ラ ー ダイナミク
ス により複合体の安定構造を推定した｡
Fig･ 5-6aにP･ mirabilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼの活性中心三次元構造
の全体像を活性中心構成ア ミノ酸の番号とと 如こ示した｡ 静電ポテン シャ
ル表面を ドッ トで示 し ､ ポテン シャ ルの プラス から マイナス の配向を赤か
ら青までの 色の変化により示 した｡ 酵素の触媒機能に直接関与する ことが
推定され て い るの 臥 ア シル化部位Ser-70(GN79では44)､ その 3残基彼の
'Lys -73(47)､ box Vの G 虹166(141)､･box VII の Lys -234(Are-209)であ
る o Lys -73(47)は Glu1166(141)と塩橋を形成し活性中心構造の安定化に
寄与する と提唱され8 7､ ア シル化部位Serの求核性を高め ると推定されて
い る 9 4｡ また ､ Glu1 6(141)はアシル中間体へ の水分子の求核攻撃を促進
する と推定され る 8 6｡ Lys -234側鎖の ア ミノ基は､ ペ ニ シリン母核 3位カ
ル ポキシル基との静電的相互作用によ っ て酵素基質複合体の遷移状態の安
定化に 関与して い ると推定されてい る 88 ‾ 90｡ モ デリングの結果 ､ 活性中
心 は窪ん だ穴状 になっ て い る ことが示された｡ そして bo xVII Arg1209の
グア ニ ジノ基が ､ プラス に荷電した大きい 窪み を作るこ とが明らか にな っ
た ｡ こ の窪み はTE也-1のbox･ⅠⅠ,Lys -73にも観察された. またbo xVIIに続
く領域は活性中心 の壁を構成してい ることが示 された｡ Fig. 5-6bに活性中
心 にカ ル ペ ニ シリン を結合させ た構造を示 した｡ カルペ ニ シリン杜 ､ 活性
中心 の窪 捌こ良くフ ィ ッ トし､ 酵素 一 基質問の va nder Wa als反発は見ら .
れなか っ た ｡ カ ル ペ ニ シリンの3位カルポキシル基はbo xVII Ar舌-209の作
る正 荷電の 窪 捌 こ入り込んで い た ｡ また6位側鏡は､ bo xVII に続くβ- シ
ー ト上の ア ミノ酸残基と平行に位置して い
.
た｡ Fig.5-7には括性中心構成
ア ミノ酸残基と基質の相互作用を示 した｡ 点線は推定される水素結合また
はイオ ン結合を示 し､ 数字はその距離をÅで示した｡ ア シル化部位Ser- 44
の 0γ は､ β - ラクタム環 7位カルポ ニ ル C原子と 2. 708Åの距離に あ
1 0 1
り求核攻撃可能な配置であ っ た｡ またbox VII Are-209の Nは ､ カル ペ ニ
シリン 3位カル ポキシル基 0原子 と3･ 035Åの距離にあり静電相互作用が
可能で ある ｡ こ の ほか にカルペ ニ シリンの 7位カルポ ニ ル0原子は Ser - 44
および Ala- 212の主鎖ア ミ ドNHとそれぞれ1･994A,11 763 Åの水結合可能
な距離にあ っ た ｡ これら 2つ のア ミ ド服 は ､ 触媒反応において遷移状態の
7位カ ルポア ニ オ ンを保持するオキシア ニ オンホ ー ルとして機能すると予
想され る 1 1･ 1 2｡ またカル ペ ニ シリ ン6舷側鎖ア ミド陀とAla-212主鎖カル
ポ ニ ル 0原子 ､ 6位側鎖カル ポ ニ ル 0原子 とAsn -107 N68はそれぞれ2. 445
一冬,2･ 478Åの距離にあり ､ 水素結合可能である｡ これらは基質を活性中心
に正 しい 姿勢で保持する働きを持 っ と予想されて い る94｡ また 6位側鎖カ
ルポ キシル基 臥 Ser -43 0Tt水素結合可能な距離(2･455Å)にあっ たが､
Gly-213,Gly-214との距離 には余裕があっ た .
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Fig. 5-6. TILr e e-diJn eJISio n al r epre s e ntatio n of the a ctiv e
site structu r e of P. mi柑bi)is GN79 m rbe nicillin a se.
The ele ctr o static pote ntial s u rfa c e W as sho w ed by dot
琵冒;琶競…s!:e,.喜皇r:?tEr…irtm iciI.in.
The iTnPO rt 孤 t r?Sidues . y e r e n l 凹be r ed in the ad)in o acid nuTDbe r
fr o mthe ”-ter 皿1Jla aJnl n O a cid.
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記号忘三･Thrc a rE:左官無…三怒ぷ…ぎe:3怒oany三.te:i孟n王…詣三冨n
of the a ctiv e site. Potential int,era ctio n s yer e sho Ⅵ1 broke n
line s.
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P･ mir abilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼの カルペ ニ シリナ - ゼに特徴的な
bo xVII の第1 アミノ酸 Arg- 209と ､ それ に対応するTEE-1の Lys- 234近傍
の 三次元構造を比較した ｡ Fig. 5- 8に TE政一1とP. miITabilis GN79カルペ ニ
シリナ - ゼの活性中 心を ､ bo xVIIが見やすい 角度から重ねて示した｡
静電ポ テン シャ ル表面は T即卜1が 黄色､ GN79カル ペ ニ シリナ - ゼは紫色
で 示 した o Bo xVII領域は基質 3位の カルポ キシル基と相互作用するプラ
ス 荷電のポ ケッ トを形成して い る . カル ペ ニ シリナ - ゼで 臥 この位置が
Arg- 209 であり ､ T民放- 1のLys -234が作るポケ ッ トに比べ て大きくなっ てい
る ｡ P･ miI'abil
'
s GN79カ ルペ ニ シリナ - ゼにカルペ ニ シリンを結合した図
と(Fig･ 51 9)､ T即ト1にア ンピシリン を結合した図(Fig.5 1 0)を示した｡ 基
質の3位カルポ キシル基及び 眼 側鎖の配向が異な っ て いたが ､ 基質の活性
中心 へ の結合に は両者で放とん ど速い がなか っ た｡ カル ペ ニ シリナ - ゼは
bo xVIIの 第1 ア ミノ酸が Argであるが ､ PSE- 3比例外的にこの部位にLys
を持 つ ｡ こ の こ とから Arg残基はカル ペ ニ シリン分解特性に必須ではな い
が ､ 分解を有利にする補助的な役割を果たしてい る と考えられる ｡
次にbox VIIの アミノ酸に次ぐβ - シ ー トの三 次元構造を T励ト1と比較
した ｡ Fig･5-11にP･ D u
'
rabilis GN79カルペ ニ シリナ - ゼの活性中心ポケッ
トの 角度を ､ Ala-212,GIS-213, GIS-214配列が見やすい ように変えて示 し
た o Fig･ 5112 に､ TEE-1の この領域を示した ｡ T捌卜1 では GN79カル ペ ニ シ
リナ - ゼのGly -2148こ対応するGlu- 240は､ 突出して い てその付近は強い 負
電荷を示 して い た ｡ Fig. 5-13に示 したようにカル ペ ニ シリン は､ GN79カ
ル ペ ニ シリナ - ゼの括性中心ポケッ トに良くフ ィ ッ トして結合することが
示された ｡ カ ル ペ ニ シリン6位側鏡の カルポキシル基も活性中心ポケッ ト
底部に無理なく フ ィ ッ トした｡ これに対してTE政一1 の 活性中心 にカルペ ニ
シリ ンを近づける と, Fig.5-1引こ示 したようにカル ペ ニ シリンの側鎖カル
ポキ シル基とGlu-240側鎖との 間で ､ 荷電の反発がお こる ことが推定され
た ｡ T民放-1 では ､ カルペ ニ シリン が括性中心の適切な位置に鹿合できず､
これが加水分解を受けにくくなる要因と考えられる ｡
1 0 6
Fig･ 5-8･ Thr e e-diJn e n SioJnl r epr esentatio n of the a ctive sit9
str u ctu re of P･ 1n J
'
rabilis GN79n rtx3nicillina s es u一k)ri皿PO S ed
o n that of T 皿-1β-1a ctBuTR S e. The ele ctr o static potential
s urfa ce of the a ctiv e sites of TEE-1β 1a ctaLJnaS e a nd
P･ nliT abi)is GN79c ぴh3nicillin as e W e r epr e s e nted by yello y
aJId purple dot,s, re sp ctiv ely.
1 0 7
Fig. 5-9. Thr e e-dim e n sio n al repre s e nt且tio 且 Of the a ctive site
str u cture of P. D)in lb)
I
)is GⅣ79c a rbenicil inas e c oJnplex yith
c a rbe nicillin. The ele ct, r o static pote nt.i alsurfa c eof
岨 rbenic享‖in (yelloy) and P. minlbill
'
s GN79 c a rbenicillin a s e
a ctl V e S it,e (ptlrple) W as pre s e nted by dots.
Fig. 5-10. Three-dirTleJISio n al r epre s entatio n of the active site
読;u 窓 rZ…よfT三1pPt謡三門≡…,ZS害p三言Ⅹa:Lf喜iTTLc圭ま三iT㌫) and
TEhllβ-lact m e a ctiv e site (ptlrple) W a spr e sented by dots.
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Fig. 5-ll. Thre e-dim e n sio n al r epr e s e ntatio n of the a ctive site
struct,u r e of P. n u
'
r abi)is GN79carbe Jlicillin a s e With dot
pr e s e ntatio n of 1,he ele ctro st且 tic 叩tential stlrfa c e.
Fig. 5-12. Thre e-din e nsio m al r epr e s e ntatio n of the a ctiv e site
st･r u ctu r e of TEA-1 β-1acta皿a S e Yith dot pre s entation of the
ele ct,r o static pote ntial s urfa c e.
1 0 9
Fig. 5-13. Thr e e-diⅢe n sio llal r epr e s e ntation of the act,ive site
stru ct,tire Of P. n u
-
Llabl
l
lis GN79c a rl治nicillin a s ec omplex Tit,h
c a rtx! nicillin With dot pr e s e ntation of their electr ostatic
pote ntial stlrfa c e.
Fig. 5-14. Thr e e-diJDenSion al r epr e sentatio n of the a ctive site
str u ctu re of TEE- 1 β -1acta 阻芦e.
Cartx3 nicillin W a sbriJq!Clo s etp the a ctiv e site. Their
ele ctrostat･ic p te ntial s u rfa c e f as als o shoy ed by dot
pr e s e ntatio皿.
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第4節考察
コ ン ピ ュ ー タ ー モデリ ングにより､ カルペ ニ シリナ - ゼとTE斑-1のカル
ペ ニ シリン分解活性の差異は､ bo xVIIの第1 アミノ酸と box VIIに続く
β - シ - ト上の ア ミノ酸残基の構造の差異によることを示唆する結果を得
た ｡ カ ル ペ ニ シリン加水分解には以下の2つ の要素が必要と考えられる｡
① ､ box VIIに直後の数ア ミノ酸残基の側鏡が小さく ､ 荷電を持たない ア
ミノ 酸であるこ と｡ カル ペ ニ シリン側鎖との荷電の反発や立体障害を避け
て ､ 活性中心 の適切な位置 ヘ カルペ ニ シリンの結合を促進させ る ｡
② ､ bo xVII の第1 アミノ酸が Argである ことがの ぞましい ｡ グア ニ ジノ
基の 存在により活性中心の静電ポケ ッ トと電気陰性度が大きくなり ､ カル
ペ ニ シリン の 結合に有利になる ｡
近年こ の部位の機能を部位特異的変異導入 により解析することが進めら
れて い る｡ LenfantらはTEn-1β - ラクタマ - ゼのbo xVIIのLysを部位特
異変異導入に よりArgに置換し､ その変異酵素の触媒活性を換討した結果
を報告した 90｡ この変異酵素は､ カルペ ニ シリン を除く ペ ニ シリン剤やセ
フ ァ ロ ス ポリン剤 に対して ､ 野性型酵素と類似した分解括性を示し ､ カル
ペ ニ シリ ンに対して は6 … 20倍もの分解活性の上昇を示した ｡ また変異酵
素の カル ペ ニ シリ ンを含むペ ニ シリン剤に対する h値は野性型酵素(1如灘
)の10倍以上(180畑)に上昇した ｡ しか し､. カル ペ ニ シリナ ー ゼのカルペ ニ
シリ ンに対する Krn値 (pCS229カル ペ ニ シ 1) ナ - ゼで は 14畑) 杖小さく ､
Le nfa ntらの変異酵素の性質と異なる｡ この ことはカルペ ニ シリン分解特
異性を規定する構造要因が､ こ の部位のア ミノ酸残基の他にも存在するこ
とを示 唆して い る ｡
今後 ､ 部位特異的変異導入によりカル ペ ニ シリナ - ゼに特徴的なこれら
の ア ミノ酸を ､ TEH型β - ラクタマ - ゼと同じア ミノ酸に変換し､ カルペ
ニ シリ ン に対する分解活性の変化を検討する必要がある｡
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鹿論
カル ペ ニ シリナ - ゼはク ラス Aβ - ラクタマ - ゼに属し ､ 高い カルペ ニ
シリ ン分解活性を持っ β - ラクタマ - ゼである｡ カル ペ ニ シリナ - ゼは最
初に緑膿菌 (Pse udoD20naS a eI･ugino s a)から発見され ､ PSE(Ps e udo皿ODa S-
spe cific enzyme)と呼ばれてい た｡ その後 P. Bu
'
I
･
abilis 臨床分離株から
も産生が報告され ､ 緑膿菌由来のカル ペ ニ シリナ - ゼとの 関連性に興味が
もたれて い た ｡ ､
本研究で は ､ P. miT abilisの染色体性及びプラス ミド性カル ペ ニ シリナ
ー ゼ遺伝子 のク ロ ー ニ ン グと塩基配列決定を行い ､ 他のカルペ ニ シリナ -
ゼ及びクラス Aβ - ラクタマ - ゼ との系統発生的関係につ い て多くの新知
見を得た ｡ 更に､ 酵素ア ミノ酸 一 次配列を決定し､ コ ンピ ュ ー タ ー モ デリ
ングを用い ､ 活性中心構造と基質特異性との相関に つ い て解析を行 っ た｡
その 結果 ､ 活性中心三次元構造の特徴と本酵素の酵素化学的特徴との 関連
に具体的な手掛かりを得る事ができた｡ 以下 に本研究で得られた成果をま
とめ る ｡
1965年に臨沫分離された高度耐性株 ､ P. mirabilis GN79のカルペ ニ シリ
ナ - ゼ遺伝子のク ロ ー ニ ングを行 っ た｡ 更に､ この遺伝子がカル ペ ニ シリ
ナ - ゼ遺伝子として は唯 一 の染色体性遺伝子である こ とを明らかにした｡
多く の臨床分離 P. mirabilis株 とのD N Aハ イプリダイゼ - シ ョ ンを行
つ た結果 ､ GN79カル ペ ニ シリナ - ゼはP. miT･abilisの菌種特異的β - ラク
タ マ - ゼ で はなく ､ この カルペ ニ シリナ - ゼ遺伝子は外来性であることが
強く示唆され た｡ (第1章)
GN79カ ル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子ク ロ ー ンの塩基配列を決定した｡ 1247
塩基配列中に 894塩基か らなるオ ー プンリ ー ディ ングフ レ ー ムが存在し､
298 アミノ酸をコ ー ドする ことを明らか にした｡ N末端ア ミノ酸配列の決
定により ､ 270 アミノ酸より構成され る成熟酵素蛋白のア ミノ酸 一 次配列
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を決定した ｡ GN79カルペ ニ シリナ - ゼの ア ミノ酸 一 次配列を, 代表的なク
ラ ス A､Cβ - ラク タマ - ゼおよぴ D,D - カルポキシペ プチダ - ゼと比較す
る と ､ クラ ス Aβ - ラクタマ - ゼに対して のみ相同性が認められた｡ クラ
ス A β - ラクタ マ - ゼ中では ､ 緑膿菌のプラ ス ミド性のカル ペ ニ シリナ
- ゼ(PSE- 3及び PSE- 4)に46- 49%の相同性を示 したが､ T 班塾β - ラクタ
マ - ゼ にも 同程度の相同性を示し ､ 基質特異性に よる分類との 関連はなか
っ た ｡ ( 第2章) 9 1
セ リン β - ラク タマ - ゼで は､ 保存性アミノ酸領域が 8 領域(box) 知ら
れて い る ｡ GN79カル ペ ニ シリナ - ゼの これら保存領域の位置とア ミノ酸配
列を明らか に した ｡ 既知の β - ラクタ マ - ゼの bo xVIIの第1 アミノ酸は
リ ジン であるが ､ GN79カル ペ ニ シ7jナ - ゼで は この部位がア ルギニ ンで
ある特徴を見出した｡ Bo xVIIはペ ニ シリン剤の 3 位カルポキシル基との
相互作用が推定される部位で あるので ､ このア ル ギニ ン残基は､ カルペ ニ
シリナ - ゼの基質特異性決定に寄与する ことが示唆された ｡ ( 第2章)9 1
臨洗分離耐性菌 P. mirabilisN29を宿主とする伝達性プラス ミ ドpCS229
はカル ペ ニ シリナ - ゼを コ - ドして い る ｡ pCS229は他の腸内細菌種へ 伝達
可能で あるが ､ P. mir abilisでの み安定に存在可能なプラス ミドであるこ
とを確認 した ｡ 次に ､ pCS229上 のカル ペ ニ シリナ - ゼ遺伝子をク ロ ー ニ ン
グした ｡ ク ロ ー ン遺伝子の塩基配列決定により ､ オ ー プンリ ー ディ ングフ
レ - ム は 864塩基からなり､ 288ア ミノ酸を コ ー ドすることが明らかとな
つ た ｡ N 末端ア ミノ酸配列決定により､ pCS229カルペ ニ シリナ - ゼは成熟
蛋白と して ､ 271 アミノ酸か ら構成されることを明らかにした｡ ( 第3
章) 9 2
pCS229カ ル ペ ニ シリナ - ゼの ア ミノ酸配列を既知のクラ ス A β - ラク
タ マ - ゼ の配列と比較した｡ その結果､ TE比塾β - ラクタマ - ゼ ､ P. mi用r
bills GN79カ ル ペ ニ シリナ - ゼおよび PSE-3とは 4=5% 程度の相同性しか
認め られ なか っ たが ､ PSE- 4とは 97.6%の高い相同性を確認した ｡ この高
い 相同性は ､ ア ミノ酸残基に してわずか 5残基の差異で あっ た｡ 更に ､ コ
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- ド領域の 塩基配列の相同性を基に ､ 4 種のカル ペ ニ シリナ - ゼの遺伝的
相関図を作成した ｡ pCS229カル ペ ニ シリナ - ゼは､ 緑膿菌カル ペ ニ シリナ
- ゼ ､ CARE- 3及びPSE- 4､ と系統発生的に棲めて近い 関係にある ことが明
らか とな っ た ｡ 一 方､ 決色体性のP. mirabilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼ
は同菌種の プラ ス ミ ド性カル ペ ニ シリナ - ゼからは系統発生的に遠い 関係
に ある こ とが明らかとな っ た｡ (第4葦)9 2
pCS229カル ペ ニ シリナ - ゼ とPSE一 郎ま基質特異性､ ア ミノ酸 一 次配列で
互 い に極めて類似したカル ペ ニ シリナ - ゼである が､ 等電点が大きく異な
つ てい る . pCS229カル ベ ニ シリナ - ゼと PSE1 4 の等電点の差異は異なる 5
ア ミノ酸に原因する ｡ 5 アミノ酸の うち､ 3残基が互 い に荷電の異なるア ミ
ノ酸置換であ っ た ｡ コ ン ピ ュ ー タ ー モ デリングによる蛋白三次元構造の構
築に より ､ 5 アミノ酸は いずれも活性中心から離れた蛋白構造外線の溶媒
接触表面に位置する ことを推定し ､ 等電点の差異をもたらす構造要因を解
明した ｡ (第5章)9 2
保存性box VIIとそれに続くβ - シ ー ト上 のア ミノ酸残基は活性中心ポケ
ッ トの 一 部を構成し､ 基質と直接的に相互作用すると推測されてい る ｡ こ
れらの ア ミノ酸残基の差異が基質特異性に どの様に影響するかをコ ンピ ュ
ー タ ー モ デリ ングにより換討した｡ P. mirabilis GN79カル ペ ニ シリナ - ゼ
とカ ル ペ ニ シリ ン分解活性の低いTE也-1β - ラクタマ - ゼの活性中心の 三
次元構造の 比較により ､ ①bo xVII直後のア ミノ酸が Glyで あること､ ②
bo xVIIの 第1 アミノ酸がArgであること ､ がカルペ ニ シリンの活性中心ポ
ケ ッ ト ヘ の 適切な結合に重要である ことが明らかとな っ た｡ ( 第5章)
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